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1 Zusammenfassung 
Helicobacter pylori ist ein humanpathogenes Bakterium, das den menschlichen 
Magen kolonisiert und dadurch die Ausbildung einer Immunantwort des Wirts 
induziert. Diese wird hauptsächlich von T-Helfer-Zellen (Th) beeinflusst, die eine 
Prägung vom Typ Th1 auszeichnet. Charakteristisch für diese Art der 
Immunantwort ist die Bildung proinflammatorischer Zytokine mit dem Leitzytokin 
IFN-γ. Doch trotz dieser Reaktion des Immunsystems kommt es normalerweise zu 
einer lebenslangen Persistenz des Bakteriums. Die auftretende Immunantwort ist 
also nicht in der Lage, eine effektive Eradikation von H. pylori zu erreichen. 
In der vorliegenden Arbeit wurde eine Vielzahl immunologischer Parameter 
während einer Infektion mit H. pylori im Tiermodell von Meriones unguiculatus 
(Gerbil) analysiert und mit auftretenden histopathologischen Veränderungen der 
Magenschleimhaut korreliert. Bei diesen Tieren kommt es, z.B. im Gegensatz zu 
Mäusen, durch eine Infektion mit H. pylori schon nach kurzer Zeit zu einer sehr 
starken Ausprägung von Entzündungserscheinungen im Magen. Durch die 
Verabreichung von immunstimulatorischen Substanzen sollte die durch das 
Bakterium hervorgerufene Reaktion des Immunsystems gezielt modifiziert werden. 
Oligodeoxynukleotide (ODNs) mit bestimmten bakteriellen Sequenzmotiven sind in 
der Lage, eine Reaktion des angeborenen Immunsystems über die Aktivierung 
von Toll-like-Rezeptoren zu induzieren. Aus der Literatur ist bekannt, dass die 
Verabreichung von CpG-ODNs zu einer Th1-geprägten Immunantwort führt, 
während der Austausch von nur einer Base von C zu G die Aktivierung von Th1-T-
Zellen inhibieren kann. Ein Einsatz von CpG-ODNs im H. pylori-Infektionsmodell 
könnte also zu einer Verstärkung der Th1-Immunantwort und damit auch der 
Entzündungserscheinungen im Magen führen. Der Einsatz von GpG-ODNs würde 
hingegen die durch das Bakterium ausgelöste proinflammatorische Reaktion des 
Immunsystems inhibieren und zu einer Abschwächung der histopathologischen 
Veränderung im Magengewebe beitragen. Um diese Hypothese zu überprüfen, 
wurden CpG-ODNs oder GpG-ODNs intraperitoneal kurz vor, während und nach 
der Infektion mit H. pylori injiziert. Bei allen infizierten Gerbils kam es zur starken 
Bildung von gegen das Bakterium gerichteten Antikörpern. In infizierten Tieren 
konnten im Antrum typische histopathologische Veränderungen der Magen-
schleimhaut beobachtet werden. Durch eine quantitative PCR wurde die RNA-
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Expression verschiedener immunologischer Parameter analysiert. Dabei führte die 
Verabreichung der beiden ODNs im Vergleich zu nur mit H. pylori infizierten 
Gerbils zu einer vermehrten Produktion von proinflammatorischen Zytokinen im 
Magengewebe, vor allem von IL-6 und TNF. Das CpG-ODN konnte die H. pylori-
induzierte Th1-gerichtete Reaktion des Immunsystems also verstärken, führte 
jedoch zu keiner Veränderung der histopathologischen Auswirkungen im 
Magengewebe. GpG-ODNs übten keinerlei inhibitorischen Effekt auf die Th1-
Immunantwort aus. 
In der Literatur wird eine Th1-dominierende Immunantwort mit Beteiligung von Th2 
und den daran beteiligten Leitzytokinen IL-4 und IL-10 als möglicherweise 
effektivste Methode zur Eradikation von H. pylori favorisiert. Cholera-Toxin (CT) ist 
als starkes Th2-Adjuvanz bekannt. Im Gegensatz dazu führen CpG-ODN und 
H. pylori-Lysat zu einer Th1-geprägten Reaktion des Immunsystems. Durch eine 
kombinierte Verabreichung könnte also im H. pylori-Infektionsmodell eine 
protektive Immunantwort ausgelöst werden. Daher wurden die beiden Adjuvanzien 
CpG-ODN und CT zusammen mit H. pylori-Lysat vor der Infektion mit dem 
Bakterium verabreicht. Um eine längerfristige Beobachtung zu ermöglichen, wurde 
zusätzlich zum bisherigen Kurzzeitinfektionsmodell nach vier Wochen ein weiterer 
Untersuchungszeitpunkt nach acht Wochen festgesetzt. Außerdem wurde ein 
Anzuchtversuch von H. pylori aus dem Magen durchgeführt, um einen Einfluss der 
Behandlung auf die Kolonisierungsdichte beobachten zu können. Bei allen 
immunisierten Gerbils kam es zu einer starken Bildung von gegen das Bakterium 
gerichteten Antikörpern, ebenso wie bei infizierten Tieren, in diesen Fällen 
allerdings etwas weniger stark ausgeprägt. Der Anzuchtversuch aus dem Gerbil-
Magen führte bei allen infizierten Tieren zu einem Wachstum von H. pylori, das 
durch die unterschiedlichen Behandlungen nicht beeinflusst wurde. Im 
Magengewebe zeigten sich bei infizierten Tieren sehr stark ausgeprägte 
histopathologische Veränderungen, die nach acht Wochen Infektionsdauer im 
Vergleich zu vier Wochen noch zunahmen. Die Verabreichung von CT als 
Adjuvanz führte zu einer ausgeprägten Infiltration von Entzündungszellen bis in 
die Tiefe des Bindegewebes. In infizierten Gerbils kam es nach acht Wochen zu 
einer vermehrten RNA-Expression vor allem von proinflammatorischen Zytokinen 
im Magen. Durch die Verabreichung von CT konnte eine verstärkte Expression 
proinflammatorisch wirksamer Proteine festgestellt werden, aber auch die 
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Induktion einer regulatorischen Immunantwort durch IL-10. Insgesamt zeigten sich 
durch die alleinige Infektion mit H. pylori starke proinflammatorische Vorgänge, die 
mit längerer Infektionsdauer weiter zunahmen. Vor allem der Einsatz von CT 
führte zu einer starken Expression proinflammatorischer Proteine im 
Magengewebe und zu ausgeprägten histopathologischen Veränderungen im 
Magengewebe. Der Einfluss von IL-10 zeigte keinerlei regulatorische Wirkung auf 
die Ausprägung der Entzündungsreaktion. 
Dendritische Zellen (DCs) spielen eine wichtige Rolle in der initialen Phase einer 
Immunantwort, indem sie Antigene aufnehmen und an ihrer Oberfläche anderen 
Zellen des Immunsystems präsentieren. Die Aufnahme von Antigenen kann auch 
in vitro durchgeführt werden, dieser Vorgang wird „Pulsen“ genannt. Durch die 
zentrale Rolle von DCs in der initialen Phase einer H. pylori-Infektion, könnte ein 
Transfer von mit H. pylori-Antigenen gepulsten DCs zu einer protektiven Reaktion 
des Immunsystems führen. Um die Rolle dieser Zellen zu analysieren, wurde 
zuerst ein Zellkultur-System zur Herstellung von DCs aus Gerbil-Knochenmark 
etabliert. Die Dendritischen Zellen wurden dazu mit H. pylori-Lysat und -RNA 
gepulst. Die Verwendung von RNA zum Pulsen von DCs hatte sich zuvor in einem 
Mausmodell mit Candida albicans als vielversprechender Ansatz zur Abwehr einer 
Infektion herausgestellt. Die DCs wurden vor der Infektion der Gerbils mit H. pylori 
intraperitoneal injiziert. Die Bildung von gegen das Bakterium gerichteten 
Antikörpern konnte in allen infizierten Gerbils nachgewiesen werden. Ebenso kam 
es bei allen infizierten Gerbils im Antrum zu charakteristischen 
histopathologischen Entzündungsreaktionen der Magenschleimhaut. Die 
Verabreichung von gepulsten DCs, vor allem von mit Lysat gepulsten, führte zu 
einer verstärkten RNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen im Magen. 
Lysat-gepulste DCs konnten die H. pylori-induzierte Th1-gerichtete Reaktion des 
Immunsystems beeinflussen, führten jedoch zu keiner Veränderung der 
histopathologischen Auswirkungen im Magengewebe. 
Zusammenfassend wurden in dieser Arbeit detaillierte immunologische und 
histologische Vorgänge im Gerbil-Tiermodell bei einer Infektion mit H. pylori und 
die Auswirkungen durch die Verabreichung immunstimulatorischer Substanzen 
analysiert. Insgesamt konnte dadurch ein wesentlicher Beitrag zum besseren 
Verständnis der durch eine Infektion mit H. pylori ausgelösten Immunantwort 
geleistet werden. 
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2 Abkürzungsverzeichnis 
 
APZ Antigenpräsentierende Zelle 
BB Brucella-Bouillon 
CTL CD8+ zytolytischer T-Lymphozyt 
Dent Helicobacter Selektiv-Supplement 
ELISA Enzyme Linked Immunosorbent Assay 
FKS Fötales Kälberserum 
GFP Grün Fluoreszierendes Protein (Green Fluorescent Protein) 
GM-CSF Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierender Faktor 
HE Hämatoxylin-Eosin-Färbung 
Hp Helicobacter pylori 
IFN Interferon 
Ig Immunglobulin 
IL Interleukin 
Imm Immunisierung 
i.n. intranasal 
iNOS Induzierbare NO-Synthase 
Inf Infektion 
i.p. intraperitoneal 
KBE Koloniebildende Einheit 
KC Keratinozyten-abgeleitetes Chemokin 
LPS Lipopolysaccharid 
MHC Haupthistokompatibilitätskomplex (Major histocompatibility complex) 
MIF Makrophagen Migrations-inhibierender Faktor 
Mip-2 Makrophagen-inflammatorisches Protein 2 
MOI Multiplicity Of Infection 
NO Stickoxid 
NOS NO-Synthase 
NK Natürliche Killerzelle 
OD (X nm) Optische Dichte bei Wellenlänge X nm 
ODN Oligodeoxynukleotid 
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PAMP Pathogen Associated Molecular Patterns 
PBS Phosphate buffered saline 
PFA Paraformaldehyd 
Th T-Helfer, z.B. Th1 (proinflammatorisch) und Th2 (antiinflammatorisch) 
TLR Toll-like Rezeptor 
TNF Tumornekrosefaktor 
WC Wilkins Chalgren (Agar) 
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3 Einleitung 
 
3.1 Helicobacter pylori 
3.1.1 Entdeckung und Bedeutung von Helicobacter pylori 
Der Nachweis von Bakterien im Magen ist seit langer Zeit das Ziel 
wissenschaftlicher Untersuchungen. Bereits im Jahre 1875 wurden spiralförmige 
Bakterien im Schleim des Magens entdeckt. Da es jedoch nicht gelang die Keime 
im Labor zu züchten, geriet diese Arbeit in Vergessenheit. Ebenso wie die 
Publikation des deutschen Internisten Walter Krienitz, der 1906 „Über das 
Auftreten von Spirochäten verschiedener Form im Mageninhalt bei Carcinoma 
ventriculi“ in der Deutschen Medizinischen Wochenschrift berichtete. Doch trotz 
dieser Arbeiten wurde der Magen damals als keimfreie Zone betrachtet. Die 
meisten Forscher nahmen an, dass im stark sauren Milieu kein Bakterium 
überleben kann.  
Erst Anfang der 1980er Jahre wurden diese spiralförmigen Bakterien vom 
Pathologen J. R. Warren und dem Internisten und Mikrobiologen B. J. Marshall 
wiederentdeckt. Beide waren zu dieser Zeit am Königlichen Krankenhaus von 
Perth beschäftigt. Warren bemerkte, dass es bei zahlreichen Ulkus-Patienten trotz 
Unterdrückung der Säureproduktion im Magen immer wieder zu Rückfällen oder 
komplettem Therapieversagen kam. Dies widersprach jedoch dem damals 
vorherrschenden Dogma: „Keine Säure, kein Ulkus“. Durch seine Arbeit als 
Pathologe beschäftigte sich Warren mit zahlreichen Biopsien der Magen-
schleimhaut. Hierbei entdeckte er im Lichtmikroskop kleine, gekrümmte 
stabförmige Bakterien, die sich vor allem dort fanden, wo man auch die 
klassischen Entzündungszeichen beobachten konnte. Er vermutete, dass diese 
Keime bei der Entstehung von Gastritis und Ulkus ventriculi und duodeni eine 
Rolle spielen könnten. Von der wissenschaftlichen Gemeinde wurde diese These 
jedoch abgelehnt und eine Kontamination des Materials wurde als Ursache für die 
Keimbesiedelung der Biopsien vermutet. Zusammen mit seinem Kollegen Marshall 
versuchte Warren die Bakterien des Magens zu isolieren und zu vermehren. Zu 
Anfang schien die gängige Lehrmeinung bestätigt. Über Monate scheiterten 
sämtliche Anzuchtversuche aus den Magen-Gewebeproben. Doch dann kam den 
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beiden Forschern der Zufall zu Hilfe. Üblicherweise wurden die Nährböden nach 
36 Stunden erfolgloser Bebrütung verworfen. Durch die Osterfeiertage im Jahr 
1982 blieben die Kulturplatten aber versehentlich wesentlich länger im 
Brutschrank. Und jetzt fanden Warren und Marshall nach den Feiertagen 
tatsächlich die ersten heranwachsenden Kolonien. Die Inkubationszeit wurde 
aufgrund dieser Erkenntnis angepasst und so gelang der Nachweis des zuerst 
aufgrund seiner Ähnlichkeit zum besagten Genus als Campylobacter pyloridis 
beschriebenen Magenbakteriums (Marshall et al., 1984). Allerdings wurde der 
Zusammenhang zwischen dem Bakterium und einer Erkrankung der 
Magenschleimhaut von der wissenschaftlichen Gemeinde nach wie vor abgelehnt. 
Schließlich entschied sich Marshall, der mit einer Kombination aus Antibiotika und 
einem wismuthaltigem Salz bereits erfolgreich Patienten behandelt hatte, zu 
einem Selbstversuch. Durch eine Kontrollgastroskopie wurde zuerst sein aktueller, 
entzündungsfreier Zustand des Magens festgestellt. Er trank eine bakterielle 
Kultur mit dem zuvor erfolgreich angezüchteten Helicobacter. Schon nach 
wenigen Tagen konnte eine Gastritis durch die Besiedelung der 
Magenschleimhaut mit den Bakterien diagnostiziert und auch mithilfe einer Biopsie 
abgesichert werden. Durch die von ihm entwickelte Behandlungsmethode konnte 
er sich von den Symptomen auch wieder befreien. Somit waren alle Koch’schen 
Postulate erfüllt. Es erforderte jedoch noch einige Zeit, bis sich die heftig 
umstrittenen Forschungsergebnisse durchsetzen konnten. Im Jahr 2005 wurde die 
Arbeit von Warren und Marshall mit der höchsten wissenschaftlichen 
Auszeichnung geehrt. Am 10. Dezember 2005 erhielten die beiden den Nobelpreis 
für Physiologie und Medizin für die Entdeckung, dass sowohl Gastritis, als auch 
Magengeschwüre oder Peptische Ulzera die Folge einer Infektion mit dem 
Bakterium Helicobacter pylori sind.  
 
3.1.2 Epidemiologie 
Eine Infektion mit Helicobacter pylori ist eine der am häufigsten vorkommenden 
bakteriellen Infektionen. In Entwicklungsländern erreicht die Durchseuchung mit 
H. pylori bei Kindern eine Quote von mehr als 80%, in Industrieländern kann sie 
auch bei weniger als 10% liegen (Kivi et al., 2006; Perez-Perez et al., 2004). Eine 
Infektion mit H. pylori findet meist in der frühen Kindheit statt und persistiert 
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unbehandelt für gewöhnlich ein Leben lang (Taylor et al., 1995; Rothenbacher et 
al., 1999; Goodman et al., 2000). Der Aufenthalt in Entwicklungsländern, 
mangelhafte sozioökonomische Bedingungen und genetische Veranlagung 
werden als Risikofaktoren für eine Infektion mit H. pylori betrachtet. Durch eine 
Verbesserung der Lebensstandards kann die Prävalenz der Infektion dramatisch 
gesenkt werden. In den Industrieländern scheint sowohl der sozioökonomische 
Hintergrund als auch die Zugehörigkeit zu bestimmten ethnischen Gruppen  bei 
der Infektionsinzidenz eine Rolle zu spielen (Graham et al., 1991; Mendall et al., 
1992). 
 
3.1.3 Transmission 
Menschen und Primaten sind bisher die einzigen bekannten Wirte für H. pylori. 
Eine Beteiligung von Haustieren, v.a. von Katzen an der Übertragung ist 
umstritten. Sie könnten zwar als Reservoir für H. pylori dienen, es wäre jedoch 
ebenso möglich, dass die Infektion vom Mensch auf das Tier übertragen wurde 
(Nedrud, 1999). Der menschliche Magen dient als Reservoir für das Bakterium 
und daraus ergeben sich folgende mögliche Übertragungswege: fäkal-oral und 
gastro-oral. Die Infektion über die fäkal-orale Route findet man vorwiegend in 
Entwicklungsländern, während eine gastro-orale Übertragung vor allem in 
Industrieländern vorkommt. Möglicherweise spielt Wasser als Vektor für die 
Transmission hierbei eine Rolle (Das et al., 2007). Der Nachweis von H. pylori aus 
Wasser konnte bisher allerdings nur mit molekularen Methoden erfolgen. Das 
Bakterium kann zwar lange Zeit in Wasser überleben, es verliert jedoch seine 
bakterielle Morphologie und lässt sich nicht mehr kultivieren (Queralt et al., 2007). 
Die Übertragung von H. pylori geschieht hauptsächlich von Mensch zu Mensch, 
entweder von der Mutter auf das Kind oder zwischen den Geschwistern (Lehours 
et al., 2007). Zumindest ist enger Kontakt wohl eine Hauptvoraussetzung für eine 
Übertragung. In einem Einzelfall wurde von einem Patienten berichtet, der in eine 
Familie einheiratete, in der Ulzera vorkommen. Der Patient entwickelte daraufhin 
ebenfalls ein Duodenalulkus (Marshall, 2006). 
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3.1.4 H. pylori-assoziierte Erkrankungen 
Helicobacter pylori kolonisiert den menschlichen Magen. Dieser Zustand an sich 
ist nicht weiter gefährlich, allerdings kann sich daraus eine Reihe von 
gastrointestinalen Erkrankungen entwickeln. Die Infektion mit dem Bakterium 
erfolgt normalerweise im frühen Kindesalter, es findet jedoch eine lange Phase der 
Latenz statt. Die Anzeichen einer Erkrankung zeigen sich dann erst im 
Erwachsenenalter, Magenkrebs beispielsweise tritt normalerweise erst in hohem 
Alter auf. Nur eine Minderheit der Infizierten entwickelt klinische Symptome. Etwa 
10-20% der H. pylori-positiven erkranken an einem Ulkus und ca. 1-2% an 
Magenkrebs (Kuipers, 1999; Ernst et al., 2000; Kudo et al., 2004). Eine Infektion 
mit H. pylori führt immer zu einer chronischen Gastritis (Blaser, 1990). Diese 
verläuft häufig asymptomatisch und kann Jahre oder sogar Jahrzehnte andauern. 
Dieser chronisch entzündliche Prozess ist die Ausgangsform vieler weiterer 
H. pylori-assoziierter Erkrankungen. Die Entstehung von gastrischen und 
duodenalen Ulzera kann mit einer hohen Wahrscheinlichkeit mit einer Infektion mit 
H. pylori in Verbindung gebracht werden. Eine Behandlung der Infektion führt zum 
Ausheilen des Ulkus und verhindert fast vollständig ein Wiederauftreten (van der 
Hulst et al., 1997; Treiber et al., 1998). 
Eine Kolonisierung mit H. pylori führt zu einer lebenslangen proinflammatorischen 
Immunantwort, die mit einer entsprechenden Zellschädigung gekoppelt ist. Sie 
führt letztendlich zu einem Verlust der normalen Architektur der Magenmukosa. 
Möglicherweise kommt es dabei durch die kontinuierliche Produktion von 
Radikalen (oxidativer und nitrosativer Stress) zu einer Schädigung der DNA. Diese 
Mutationen könnten dann die Entstehung von Magenkrebs begünstigen. Der 
Prozess der atrophischen Gastritis und intestinalen Metaplasie findet in ungefähr 
der Hälfte der  mit H. pylori kolonisierten Population statt (Kuipers et al., 1995b). 
Es wird angenommen, dass eine Kolonisierung mit H. pylori das Risiko von 
Magenkrebs um das zehnfache erhöht, was 1994 zu einer Einstufung dieses 
Bakteriums als Klasse I Kanzerogen  durch die WHO führte (IARC Working Group 
on the Evaluation of Carcinogenic Risks to Humans, 1994). Die Entstehung von 
Magenkrebs ist allerdings auch noch von anderen bakteriellen und Wirtsfaktoren 
abhängig. Die Magenmukosa enthält normalerweise kein lymphoides Gewebe, 
allerdings kann das Auftreten eines MALT-Lymphoms fast immer mir einer 
Kolonisierung durch H. pylori korreliert werden (Eidt et al., 1994). Diese 
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Erkrankung ist relativ selten und tritt in weniger als 1% der Infizierten auf 
(Parsonnet et al., 2004). Ein Großteil dieser Patienten kann durch eine Eradikation 
der Infektion geheilt werden. Einige Erkrankungen außerhalb des 
Gastroduodenaltrakts lassen sich mit einer Kolonisierung mit H. pylori in 
Verbindung bringen: Koronare Herzerkrankungen, dermatologische Funktions-
störungen, Autoimmun-Schilddrüsenerkrankung und thrombozytopenische 
Purpura, Eisenmangelanämie, Raynaud’s Syndrom, Sklerodermie, Migräne und 
Guillain-Barré Syndrom. Hierbei spielen jedoch indirekte Effekte der Infektion mit 
H. pylori eine Rolle, wie z.B. die chronische Entzündungssituation. 
 
3.1.5 Pathogenese 
Die Pathogenität einer Infektion mit H. pylori ergibt sich aus bakteriellen, Wirts- 
und Umgebungsfaktoren. Für das Bakterium spielen Pathogenitätsfaktoren wie 
cytotoxin-associated gene A (cagA), vacuolating toxin A (vacA) und 
Adhärenzfaktoren für eine Anheftung an das Magenepithel eine Rolle. Auf der 
Seite des Wirts sind Faktoren wie Blutgruppenantigene, HLA-Typ, 
Polymorphismen in Genen der angeborenen Immunantwort wie z.B. TLR4, 
Zytokin-Polymorphismen etwa für IL-1β, Alter und Ernährungsgewohnheiten von 
Bedeutung. 
H. pylori kann in der sauren Umgebung des Magens überleben, obwohl das 
Bakterium nicht acidophil ist. Das schnelle Erreichen von Bereichen mit neutralem 
pH-Wert ist daher von großer Bedeutung (Schreiber et al., 2004). Einer der 
wichtigsten Faktoren der Säureresistenz des Bakteriums ist dabei das stark 
immunogene Enzym Urease. In allen bisher gefundenen H. pylori Isolaten ist das 
Protein aktiv, auch wenn sich die Ureaseaktivität zwischen den einzelnen 
Stämmen und den jeweiligen Wachstumsbedingungen sehr unterscheidet (van 
Vliet et al., 2001; Contreras et al., 2003). Urease ist in der Lage, Harnstoff in 
Ammoniak und Carbamat zu spalten, welches spontan in ein anderes 
Ammoniakmolekül und Kohlendioxid zerfallen kann (Burne et al., 2000). Der dabei 
entstehende Ammoniak hebt den pH-Wert an. Die beiden Spaltprodukte 
Ammoniak und Kohlendioxid spielen in der Pathogenese der H. pylori-Infektion 
eine wichtige Rolle. Ammoniak übt einen zytotoxischen Effekt auf die Epithelzellen 
des Magens aus, Kohlendioxid kann den bakteriziden Effekt, der durch 
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nitrosativen Stress ausgeübt wird, supprimieren (Smoot, 1997; Kuwahara et al., 
2000). 
Die Adhäsion des Bakteriums an Epithelzellen stellt einen weiteren wichtigen 
Schritt in der Pathogenese von H. pylori dar. Es gibt eine Vielzahl von bakteriellen 
Faktoren, die die Adhäsion vermitteln, Beispiele dafür sind  die Adhäsionsfaktoren 
BabA, OipA und SabA. Einige dieser Faktoren spielen bei der Virulenz von 
H. pylori eine Rolle, da sie sich mit dem Schweregrad der Erkrankung korrelieren 
lassen (Gerhard et al., 1999). Andererseits können diese Adhäsionsfaktoren auch 
immunologische Auswirkungen haben, z.B. die Auslösung einer 
proinflammatorischen Immunreaktion (Yamaoka et al., 2000). 
 
 
Abbildung 1: Die vielfältigen Wirkungen des Pathogenitätsfaktors VacA  
Der ursprünglich namensgebende Effekt der Vakuolisierung von Epithelzellen kann nur in vitro 
beobachtet werden. An der Oberfläche von Epithelzellen führt VacA zur Bildung von Poren und 
damit zur Freisetzung von Harnstoff und Nährstoffen. VacA kann sich in Mitochondrien einlagern 
und dort zur Apoptose von Epithelzellen führen. Durch Interaktion mit Epithelzellen kann ein 
proinflammatorischer Signalweg ausgelöst werden. Sobald es in tiefere Gewebsschichten 
eindringt, kann VacA mit Immunzellen interagieren und führt zu einer Inhibition der T-Zell 
Aktivierung und Proliferation.  
(verändert nach Kusters et al., Pathogenesis of Helicobacter pylori Infection, 2006) 
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Ungefähr die Hälfte aller H. pylori Stämme sekretiert VacA, ein sehr immunogenes 
Protein, welches in vitro zu einer starken Vakuolisierung von Epithelzellen führt 
(Terebiznik et al., 2006). VacA spielt eine wichtige Rolle bei der Entstehung von 
peptischen Ulzera und Magenkrebs (Atherton et al., 1995; Wada et al., 2004). 
Obwohl VacA für das in vitro Wachstum von H. pylori nicht essentiell ist, trägt das 
Protein deutlich zur Kolonisierung des Magens in Mäusen bei (Marchetti et al., 
1995). VacA induziert die Bildung von Membranporen in Epithelzellen und führt 
damit zum Austritt von Harnstoff und Anionen aus der Wirtszelle. Das Protein ist in 
der Lage, in das Zytosol vorzudringen und Apoptose in den betroffenen Zellen 
auszulösen (Kuck et al., 2001; Cover et al., 2003). Dieser Effekt  ist abhängig vom 
Zelltyp und könnte auf Magenepithelzellen, wie beispielsweise Belegzellen,  
beschränkt sein (Neu et al., 2002; Boncristiano et al., 2003; Gebert et al., 2003; 
Sundrud et al., 2004). Dadurch käme es zu einer verminderten Produktion von 
Magensäure (Kobayashi et al., 1996; Neu et al., 2002). Das sekretierte VacA kann 
allerdings auch in tiefere Gewebeschichten vordringen, um dort mit verschiedenen 
Immunzellen wie Granulozyten, Monozyten und Lymphozyten  zu interagieren. 
Dies führt dann zu einer Inhibition der Antigenpräsentation und einer verminderten 
T-Zell Proliferation (Molinari et al., 1998).  
Die „Pathogenitätsinsel“ von H. pylori ist einer der wichtigsten Virulenzmarker des 
Bakteriums. Das cagA-Gen ist in etwa 50-70% aller Helicobacter-Stämme 
vorhanden und dient als Marker für das Vorhandensein der genomischen PAI 
(Tummuru et al., 1993; Cover et al., 1995; Ching et al., 1996). H. pylori-Stämme 
mit dieser PAI werden als CagA+ Stämme bezeichnet. Patienten, die mit einem 
CagA+ Stamm infiziert sind, entwickeln meist stärkere Entzündungsreaktionen und 
bei ihnen besteht ein deutlich höheres Risiko einer symptomatischen Erkrankung 
(Kuipers et al., 1995a; Blaser et al., 1996; van Doorn et al., 1999). Ein Großteil der 
PAI-kodierten Proteine dient zur Ausbildung eines Typ-IV-Sekretionsapparats. 
Dadurch wird eine spritzenähnliche Struktur geformt, die in der Lage ist, 
Magenepithelzellen zu durchdringen und  die Translokation von CagA, 
Peptidoglycan und möglicherweise noch anderen bakteriellen Faktoren in die 
Zielzelle zu erleichtern (Covacci et al., 1993; Segal et al., 1999; Asahi et al., 2000; 
Christie et al., 2000; Odenbreit et al., 2000; Fischer et al., 2001; Odenbreit et al., 
2001). Sobald CagA in die Zelle eingedrungen ist, wird es phosphoryliert und kann 
dann mit einer Reihe von Wirtssignalmolekülen interagieren, welches sich in 
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morphologischen Veränderungen der Epithelzellen zeigt (Moese et al., 2004; 
Naumann et al., 1999; Selbach et al., 2004; Segal et al., 1999). Die 
Phosphorylierung von CagA wird durch wirtseigene Kinasen kontrolliert, was durch 
eine Feedbackschleife zu einer reduzierten Virulenz führt und damit 
möglicherweise eine lebenslange Kolonisierung mit dem Bakterium ermöglicht 
(Tsutsumi et al., 2003; Selbach et al., 2003). Die cag PAI beeinflusst auch die 
Immunreaktion, da sie in der Lage ist, in T-Zellen Apoptose auszulösen (Tsutsumi 
et al., 2003; Selbach et al., 2003). Durch die Interaktion der Typ-IV-Struktur mit der 
Wirtszelle kommt es zu einer Induktion von proinflammatorischen Zytokinen in 
Epithelzellen (Segal et al., 1999; Wang et al., 2001a). 
 
3.1.6 Die Helicobacter pylori-Infektion 
3.1.6.1 Magen – Aufbau und Struktur 
Der Säuger-Magen ist ein mit einer Schleimhaut ausgekleideter Muskelsack. In 
ihm wird die in der Mundhöhle begonnene Verarbeitung der Nahrung fortgesetzt. 
Der Magen dient dabei als Reservoir, in dem die Nahrung mit Magensaft 
vermischt, chemisch zerkleinert und anschließend portionsweise ins Duodenum 
abgegeben wird. Der Magen lässt sich makroskopisch in folgende Abschnitte 
einteilen: 
- Cardia: Bereich um den Mageneingang in den die Speiseröhre mündet; ein 
Magenverschluss, der den Reflux verhindert 
- Fundus: liegt als kuppelförmige Wölbung neben dem Mageneingang 
- Corpus: Hauptmasse des Magens 
- Antrum: Erweiterung kurz vor dem Pylorus 
- Die Incisura angularis (Angulus) trennt Corpus und Antrum 
- Pylorus: Schließmuskel, eine kräftige Ringmuskelschicht am Übergang des 
Magens zum Duodenum 
Bei Nagetieren findet man im Bereich des Fundus als Besonderheit die Pars 
nonglandularis. Dieser drüsenlose Bereich dient hauptsächlich dem besseren 
Aufschluss der Nahrung und erfüllt zusätzlich eine Vorratsfunktion. Im Bereich der 
Cardia und des Fundus finden sich die Nebenzellen, die durch die Bildung von 
mukösem Schleim die Mageninnenwand vor der Selbstverdauung durch Pepsin 
und HCl schützen. Der Korpus stellt den größten Teil des Magens dar. In ihm 
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befinden sich die Haupt- und Belegzellen zur Produktion von Pepsinogen und HCl. 
Das Pepsinogen wird durch den Einfluss von HCl zum Verdauungsenzym Pepsin 
gespalten. Das Antrum ist eine Erweiterung kurz vor dem Pylorus und vor allem 
für die Produktion des Hormons Gastrin verantwortlich. Dieses wird von den 
G-Zellen in Antrum und Duodenum gebildet und von dort über Blutgefäße zu 
seinen Wirkungsorten transportiert. Dieses Peptidhormon übt unter anderem den 
stärksten Reiz für die Ausschüttung von Magensäure aus. 
3.1.6.2 Immunbiologie einer Infektion mit H. pylori 
3.1.6.2.1 Beteiligte immunologisch wirksame Proteine 
Der menschliche Magen kann durch das Bakterium H. pylori kolonisiert werden. 
Dadurch kommt es zu einer Reaktion des Immunsystems, in der vor allem CD4+ 
T-Helfer Zellen eine wichtige Rolle spielen (Lundgren et al., 2005; Bimczok et al., 
2010). Diese Zellen sekretieren immunmodulatorische Proteine und beeinflussen 
damit den Verlauf der Immunantwort. Die Infektion mit H. pylori führt dabei zu 
einer Sekretion von hauptsächlich Th1-geprägten proinflammatorischen Zytokinen 
(Mattapallil et al., 2000).  
Experimente mit Knockout-Mäusen und transgenen Mutanten konnten in hohem 
Maße zum heute verfügbaren Wissen immunologischer Abläufe der H. pylori-
Infektion beitragen. Sobald Mäuse mit Deletionen in regulierenden Zytokinen mit 
dem Bakterium infiziert werden, wird die Bedeutung der einzelnen Proteine am 
gesamten Entzündungsgeschehen sichtbar. So existieren Mäuse, die bestimmte 
Zytokine wie Interleukin-12 (IL-12) (Hoffman et al., 2003) und Interferon-γ (IFN-γ) 
(Obonyo et al., 2002; Panthel et al., 2003), Rezeptoren wie den Toll-like-receptor 4 
(TLR4) (Poltorak et al., 1998) oder Proteine immunologischer Signalkaskaden wie 
MyD88 (Michelsen et al., 2004) nicht mehr funktionell exprimieren können. Auch 
Mäuse mit schweren, kombinierten Immundefekten sind verfügbar (severe 
combined immune deficiency = SCID) (Eaton et al., 2004). 
Die wichtige Bedeutung von IFN-γ für den Grad der Ausprägung der 
Entzündungsreaktion wurde durch die Infektion von IL-4 -/- und IFN-γ-defizienten 
Mäusen sichtbar. Die durch H. pylori ausgelösten Entzündungsreaktionen waren 
bei IL-4 -/- Mäusen stärker ausgeprägt als beim Wildtyp, hingegen zeigte sich bei  
IFN-γ -/- Mäusen keine Inflammation im Magengewebe (Smythies et al., 2000). In 
Abwesenheit von IFN-γ kam es zu keiner Ausprägung von Gastritis, ohne IL-4 war 
der Anteil an Entzündungszellen im Magengewebe deutlich erhöht (Cinque et al., 
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2006). Die Überexpression von IL-1β in transgenen Mäusen führte bei Tu et al. zu 
einer starken Entzündungsreaktion im Magen und der Bildung von Krebs (Tu et 
al., 2008). Die zentrale Bedeutung von CD4+ T-Helfer Zellen in der H. pylori-
Infektion konnte mit CD4+ T-Zell defizienten Mäusen aufgeklärt werden, 
sogenannten GK 1.5 Mäusen. Während es bei diesen Tieren zu einer im Vergleich 
zum Wildtyp normalen Sekretion von Antikörpern kam, wurde eine starke 
Infiltration von CD8+ T-Zellen und damit verbundenen auffälligen 
histopathologischen Veränderungen beobachtet (Tan et al., 2008). Der Vergleich 
von Makrophagen von TLR2- und TLR4-defizienten Mäusen mit dem Wildtyp 
ergab, dass es durch H. pylori zu einer Aktivierung dieser beiden Rezeptoren 
kommt und dadurch zu einer Sekretion bestimmter Zytokine (Obonyo et al., 2007). 
Auch die regulierende Wirkung von IL-10 auf die Bildung von IL-12 wurde unter 
anderem mit einem Knockout-Mausmodell nachgewiesen (Obonyo et al., 2006). 
Bei IL-10-Knockout-Mäusen konnte beispielsweise aufgrund der fehlenden 
Gegenregulation von proinflammatorischen Abläufen eine stärker ausgeprägte 
Gastritis als beim Wildtyp beobachtet werden (Berg et al., 1998).  
Zytokine spielen also bei der Infektion mit H. pylori eine zentrale Rolle. Das 
klassische Bild einer persistierenden Infektion mit schwerwiegenden 
Veränderungen in der Magenschleimhaut wird vor allem von proinflammatorischen 
Zytokinen geprägt. IL-12 ist der Hauptmediator der frühen akuten Immunantwort 
und hauptsächlich für die Induktion von zellulären Immunreaktionen 
verantwortlich. IL-12 existiert als Heterodimer mit einer 35kD (p35) und einer 40kD 
(p40) Untereinheit. Die Hauptquelle von IL-12 sind Makrophagen und Dendritische 
Zellen. Während die p35-Untereinheit  von vielen unterschiedlichen Zelltypen 
exprimiert werden kann, wird die p40-Untereinheit nur von wenigen APZs 
sekretiert. Die Hauptaufgabe von IL-12 ist die Stimulation der IFN-γ-Produktion 
durch T- und NK-Zellen. Zusätzlich fördert es die Differenzierung von CD4+ T-
Helfer Zellen in IFN-γ-produzierende Th1-Zellen. Außerdem verstärkt IL-12 die 
zytolytischen Funktionen von aktivierten NK-Zellen und CTLs. Bei einer Infektion 
mit H. pylori kommt es normalerweise zu einer starken Expression von IL-12 im 
Magen (Pellicano et al., 2007).  
IFN-γ ist der klassische Vertreter der proinflammatorisch wirksamen Zytokine. Es 
wird sowohl von NK-Zellen, CD4+ Th1-Zellen als auch CD8+ T-Zellen gebildet. Die 
Sekretion aus NK-Zellen beschränkt sich dabei vor allem auf den angeborenen 
Zweig der Immunantwort und wird als Reaktion auf Kontakt mit 
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Mikrobenbestandteilen oder IL-12 gebildet. IFN-γ ist das Leitzytokin der Th1-
Immunantwort von T-Helfer-Zellen, indem es die Differenzierung von naiven CD4+ 
T-Zellen zu einem Th1-geprägten Profil fördert und gleichzeitig die Proliferation 
von Th2-Zellen inhibiert. Außerdem besitzt IFN-γ die Fähigkeit Makrophagen zu 
aktivieren, indem es die Phagozytosefähigkeit und die Produktion von 
bakterizidem NO und reaktiven Sauerstoffspezies fördert (Corradin et al., 1991). 
IFN-γ ist außerdem in der Lage, die Expression von MHC-Klasse-I- und MHC-
Klasse-II-Molekülen auf APZs zu stimulieren. In Biopsien von Patienten mit einer 
H. pylori-Infektion konnte für IFN-γ eine im Vergleich zu nicht-infizierten Patienten 
erhöhte Produktion des proinflammatorischen Zytokins beobachtet werden 
(Lindholm et al., 1998; Pellicano et al., 2007).  
TNF ist eines der wichtigsten proinflammatorischen Zytokine und wird 
hauptsächlich von Makrophagen und T-Zellen gebildet. Es ist der Hauptmediator 
der frühen und akuten Entzündungsreaktionen auf Kontakt mit Gram-negativen 
Bakterien. Dabei stellt LPS den effektivsten Stimulus zur TNF-Produktion durch 
Makrophagen dar. Die Sekretion von TNF durch LPS-stimulierte Makrophagen 
kann durch die Wirkung von IFN-γ weiter verstärkt werden. Die lokale und 
systemische Wirkung von TNF ist ähnlich der von IL-1β, jedoch ist TNF zusätzlich 
noch in der Lage bei einigen Zelltypen Apoptose zu induzieren. Die Biopsien von 
Patienten mit einer H. pylori-Infektion zeigten eine im Vergleich zu nicht-infizierten 
Patienten erhöhte Expression von TNF (Lindholm et al., 1998). 
IL-6 ist ein Zytokin mit zahlreichen Funktionen sowohl in der angeborenen als 
auch in der adaptiven Immunantwort. Es wird von Makrophagen, Endothelzellen, 
T-Zellen und Fibroblasten als Antwort auf den Kontakt mit Mikroben oder anderen 
Zytokinen, vor allem IL-1 und TNF, gebildet. Die Hauptaufgabe von IL-6 in der 
adaptiven Immunantwort ist die Proliferation von Antikörper-produzierenden 
Plasmazellen zu stimulieren. Aufgrund dieser Wirkung wurde IL-6 lange Zeit dem 
Th2-Zweig der Immunantwort zugeschrieben, jedoch werden dem Zytokin 
mittlerweile vorwiegend proinflammatorische Eigenschaften zugeordnet (Cao et 
al., 2008; Kim et al., 2008). In Biopsien von Patienten mit einer H. pylori-Infektion 
zeigte sich für IL-6 eine im Vergleich zu nicht-infizierten Patienten erhöhte 
Expression (Gionchetti et al., 1994; Lindholm et al., 1998). 
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Das proinflammatorische Zytokin IL-1 wird von Makrophagen, Neutrophilen, 
Endothel- und einigen Epithelzellen gebildet. Es gibt zwei Formen von IL-1 mit nur 
geringer Homologie zueinander, aber sie binden an die gleichen 
Oberflächenrezeptoren und zeigen dieselbe biologische Aktivität. Der größte Anteil 
an zirkulierendem IL-1 besteht aus IL-1β. Das Zytokin führt bei geringer 
Expression zu einer lokale Verstärkung der Inflammation, bei starker Sekretion 
kann es in den Blutstrom eintreten und systemische Effekt wie z.B. Fieber 
auslösen. Humane Magenepithelzellen reagieren auf eine Stimulation mit H. pylori 
mit einer starken Sekretion von IL-1β (Gooz et al., 2003). Auch in Biopsien von 
Patienten mit einer H. pylori-Infektion konnte für IL-1ß eine im Vergleich zu nicht-
infizierten Patienten erhöhte Expression beobachtet werden (Lindholm et al., 
1998). 
Das proinflammatorische Zytokin IL-18 gehört strukturell zur Superfamilie der IL-1 
Zytokine, erfüllt allerdings eine andere Funktion. IL-18 wird von Makrophagen 
hauptsächlich als Reaktion auf Kontakt mit LPS gebildet und stimuliert die 
Produktion von IFN-γ durch NK- und T-Zellen. Besonders in Kombination mit IL-12 
ist IL-18 damit ein Vermittler der zellulären Immunität. Bei einer Infektion mit 
H. pylori wird IL-18 insbesondere von Epithelzellen gebildet (Day et al., 2004; 
Yamauchi et al., 2008). 
Der Makrophagen-Migrations-inhibierende Faktor MIF ist ein proinflammatorisches 
Zytokin, welches eine wichtige Rolle bei entzündlichen Erkrankungen spielt. Es 
wird von Makrophagen, T-Zellen, einigen Epithelzellen sowie endokrinen Zellen 
sezerniert. MIF zeigt eine ähnliche Funktion wie Chemokine und ist für die 
Regulation der Rekrutierung von Entzündungszellen verantwortlich. Eine Infektion 
mit H. pylori ist mit einer erhöhten Expression von MIF in Magenepithelzellen und 
Entzündungszellen assoziiert (Xia et al., 2004). Patienten mit chronischer 
H. pylori-induzierter Gastritis wiesen in Biopsien eine erhöhte Anzahl an MIF-
positiven Makrophagen und T-Zellen auf, wobei diese Steigerung mit der Schwere 
der Erkrankung korreliert (He et al., 2005). 
IL-8 ist ein Chemokin, das hauptsächlich von Makrophagen und Epithelzellen 
sezerniert wird. Seine Hauptaufgabe ist die spezifische Rekrutierung von 
Neutrophilen und es wirkt chemotaktisch auf alle Arten von beweglichen 
Immunzellen. In Biopsien von H. pylori-infizierten Patienten konnte eine 
gesteigerte Expression von IL-8 beobachtet werden (Gionchetti et al., 1994; 
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Lindholm et al., 1998; Dzierzanowska-Fangrat et al., 2008). Humane Epithelzellen 
reagierten auf Kontakt mit H. pylori mit einer erhöhten Sekretion von IL-8 (Shih et 
al., 2007). Mäuse besitzen kein IL-8 Homolog, allerdings gibt es hier die beiden 
Entsprechungen KC und Mip-2 (Boisvert et al., 1998; Zhang et al., 2001; Rogers, 
2004). Die beiden Chemokine KC und Mip-2 werden hautsächlich von 
Makrophagen als Antwort auf entzündliche Stimuli wie bakterielles LPS gebildet 
und spielen damit eine wichtige Rolle bei der Regulation von 
Inflammationsvorgängen. 
Im Gegensatz zur vorherrschenden Th1-Immunantwort, kann eine 
antiinflammatorisch und  regulatorisch wirksame Th2-gerichtetete Reaktion des 
Immunsystems bei einer Infektion mit H. pylori nicht beobachtet werden. Das 
antiinflammatorische Zytokin IL-4 dient als Leitzytokin einer Th2-Immunantwort 
von T-Helfer Zellen, indem es die Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen in 
Th2-Richtung fördert. Gleichzeitig wirkt IL-4 antagonistisch auf die Makrophagen-
aktivierende Funktion von IFN-γ und inhibiert damit zelluläre Immunreaktionen. 
IL-4 ist hauptsächlich für die Entwicklung von Th2-Zellen aus naiven CD4+ T-
Helfer-Zellen verantwortlich und fungiert auch als autokriner Wachstumsfaktor für 
diese differenzierten Th2-Zellen. Zusätzlich führt IL-4 zu einem Klassenwechsel 
bei B-Zellen, woraufhin diese eine andere Klasse von Antikörpern produzieren. 
Das Zytokin wird vor allem von CD4+ T-Lymphozyten mit Th2-Prägung,  als auch 
von aktivierten Mastzellen und Basophilen gebildet. Im Vergleich zu nicht-
infizierten Patienten konnte in Biopsien von H. pylori-infizierten Patienten keine 
erhöhte Expression des antiinflammatorischen Zytokins beobachtet werden 
(Lindholm et al., 1998) 
Das regulatorische Zytokin IL-10 kontrolliert zelluläre Immunreaktionen durch 
Inhibition von aktivierten Makrophagen und Dendritischen Zellen. IL-10 wird 
hauptsächlich von aktivierten Makrophagen und T-Zellen (vor allem Th2) 
produziert. Die Regulation von IL-10 erfolgt über eine negative Feedbackschleife, 
da das Zytokin von aktivierten Makrophagen gebildet wird, gleichzeitig aber auch 
die Aktivierung der Makrophagen durch Inhibition der Sekretion von IL-12 
vermindert. Zusätzlich führt IL-10 zu einer reduzierten Expression von MHC-II- und 
kostimulatorischen Molekülen auf Makrophagen und Dendritischen Zellen. Die 
Expression von IL-10 war sowohl in H. pylori-infizierten Mäusen, als auch Biopsien 
menschlicher Patienten nicht erhöht (Xie et al., 2007; Augusto et al., 2007). Es gibt 
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jedoch auch Fälle, in denen das genaue Gegenteil beobachtet wurde (Oderda et 
al., 2007; Harris et al., 2008). 
Neben Zytokinen können auch immunologisch wirksame Proteine eine wichtige 
Rolle bei der Infektion mit H. pylori spielen. Das Enzym NO-Synthase, kurz NOS, 
katalysiert die Bildung des freien Radikals NO aus der Aminosäure L-Arginin. 
Trotz seiner radikalischen Eigenschaften besitzt NO eine ungewöhnlich lange 
Halbwertszeit von zwei bis zu 5 Sekunden, bevor das Molekül zu Nitrit oder Nitrat 
zerfällt. Der dadurch ausgelöste nitrosative Stress führt zu zellpathologischen 
Effekten. Man unterscheidet drei Isoformen der NOS, wobei zwei davon konstitutiv 
im Körper exprimiert werden. Nur iNOS wird erst nach Aktivierung durch 
Transkriptionsfaktoren vor allem von Makrophagen gebildet. Die Induktion von 
iNOS erfolgt durch bakterielles LPS oder proinflammatorische Zytokine wie IFN-γ, 
TNF oder IL-1β. Humane Epithelzellen reagierten nach Kontakt mit H. pylori mit 
einer starken Expression von iNOS (Perfetto et al., 2004). Ein möglicher 
Pathomechanismus ist dabei die Induktion der iNOS-abhängigen Apoptose, die 
durch IFN-γ stark gesteigert werden kann. 
Toll-like Rezeptoren (TLR) sind Rezeptoren des angeborenen Immunsystems und 
spielen eine wichtige Rolle bei der Induktion einer frühen Immunantwort gegen 
H. pylori (Fukata et al., 2008; Ferrero, 2005; Moss et al., 2007). Der Name Toll-like 
Rezeptor ist von einem Protein bei Drosophila melanogaster abgeleitet, das als 
erstes Protein dieser Familie identifiziert wurde. TLRs bestehen aus Proteinen, die 
zu Drosophila-Toll homolog, also Toll-like, sind. Toll-like Rezeptoren dienen der 
Erkennung von PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns); dabei handelt 
es sich um konservierte Strukturen, die ausschließlich bei Krankheitserregern 
vorkommen. Als wichtige Oberflächenrezeptoren der angeborenen Immunantwort 
sind sie z.B. für die Induktion von iNOS verantwortlich. TLRs steuern die 
entsprechende Aktivierung von Genen zur Einleitung und Modulation einer 
adaptiven Immunantwort. Im Magen sind vor allem TLR2, 4, 5 und 9 zu finden 
(Fukata et al., 2008). TLR-2 erkennt bakterielles Lipoprotein und Peptidoglykane 
überwiegend von Gram-positiven Bakterien. Murine Magenepithelzellen reagieren 
auf Stimulation mit H. pylori-LPS mit einer Induktion von TLR2, nicht jedoch TLR4. 
Allerdings wird diese Regulation von TLR2 durch TLR4 vermittelt (Uno et al., 
2007). In humanen Neutrophilen konnte H. pylori eine zum Teil durch TLR2 und 
TLR4 vermittelte  frühe Entzündungsreaktion auslösen (Alvarez-Arellano et al., 
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2007). LPS von gramnegativen Bakterien interagiert mit TLR-4 und induziert die 
Sekretion proinflammatorischer Zytokine (Anand et al., 2008). In Biopsien von 
H. pylori positiven Patienten konnte eine erhöhte Expression von TLR4 im 
Magengewebe nachgewiesen werden. Nach Eradikation des Bakteriums erreichte 
die Expression von TLR4 wieder die Normalwerte der Kontrollgruppe (Asahi et al., 
2007). In Magenepithelzellen konnte allerdings in vitro nach Stimulation mit 
H. pylori keine verstärkte Expression von TLR4 beobachtet werden (Uno et al., 
2007). TLR5 reagiert auf Flagellin, das in begeißelten Bakterien vorkommt; 
allerdings wird H. pylori Flagellin nicht erkannt (Sanders et al., 2006; Galkin et al., 
2008). Eine erhöhte Expression von TLR5 konnte in Magenkarzinomzellen 
nachgewiesen werden (Schmausser et al., 2005). Bakterielle CpG-DNA ist in der 
Lage direkt an TLR9 zu binden. Diese CpG-Motive kommen in Bakterien etwa 
20mal häufiger vor als in Säugetieren und sind somit ein Alarmsignal für eine 
bakterielle Invasion. Die Aktivierung von TLR9 führt zur Freisetzung von IL-12, 
welches wiederum zur Stimulation von Th1-Zellen führt und damit die Brücke zur 
adaptiven Immunantwort schlägt. In H. pylori-infizierten Mäusen konnte eine 
erhöhte Expression von TLR9 im Magen beobachtet werden. Die Bedeutung von 
TLR9 in Bezug auf die Kontrolle der Lymphozytenreaktionen wurde in TLR9-
Knockout-Mäusen deutlich. In diesen Tieren war sowohl die Lymphproliferation als 
auch die die Sekretion von IFN-γ reduziert, ebenso kam es zu einer verminderten 
Infiltration von Neutrophilen in die Magenschleimhaut (Anderson et al., 2007). 
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3.1.6.2.2 Ablauf einer Infektion mit H. pylori 
 
 
Abbildung 2: Ablauf einer Infektion mit Helicobacter pylori 
H. pylori wird meist im Kindesalter oral übertragen und besiedelt den Bereich des Antrums. Das 
begeißelte und dadurch sehr bewegliche Bakterium ist in der Lage, sich in und unter der 
schützenden Schleimhautbarriere einzunisten. Hier wird eine Entzündungsreaktion hervorgerufen, 
die jedoch nicht in der Lage ist, die Infektion zu beseitigen. 
(Abbildung: http://nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/2005/press.html) 
 
Die Reaktion des Immunsystems auf eine Infektion mit H. pylori kann in zwei 
Phasen unterteilt werden. In einer ersten, der sogenannten angeborenen 
Immunantwort, erfolgt eine schnelle und unspezifische Reaktion auf 
charakteristische Strukturen des Bakteriums, sogenannte PAMPs (Pathogen 
Associated Molecular Patterns). Diese Strukturen kommen nur bei Mikroben vor 
und sind bei allen Krankheitserregern hoch konserviert; die Erkennung erfolgt also 
nicht spezifisch. In dieser Phase der Immunantwort können beispielsweise Toll-
like Rezeptoren (TLRs) die Erkennung von H. pylori vermitteln (Uno et al., 2007; 
Fukata et al., 2008). Toll-like Rezeptoren werden von Antigen-präsentierenden 
Zellen (APZ) wie Makrophagen und Dendritischen Zellen, aber auch von 
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Magenepithelzellen exprimiert (Medzhitov, 2001; Schmausser et al., 2004). Die 
Aktivierung von TLRs durch H. pylori führt zur Sekretion einer Vielzahl an 
proinflammatorischen Zytokinen (Schmausser et al., 2005). Dadurch werden 
wiederum die Haupteffektorzellen der angeborenen Immunantwort, nämlich 
Neutrophile, Makrophagen und NK-Zellen chemotaktisch zum Ort der Infektion 
gelockt (Hafsi et al., 2004; Kuo et al., 2005; Algood et al., 2007). Die 
Hauptaufgabe von Neutrophilen und Makrophagen liegt in der Phagozytose und 
damit dem Abtöten der Bakterien. Diese Zellen sezernieren zusätzlich noch 
Zytokine, die weitere Phagozyten rekrutieren und zu einer Verstärkung der 
Entzündungsreaktion beitragen. Die Aktivierung von NK-Zellen findet 
hauptsächlich bei Viruserkrankungen statt, in denen sie die befallenen 
Körperzellen durch Zytolyse abtöten. NK-Zellen sekretieren in hohem Maße IFN-γ 
und stimulieren die Abtötung phagozytierter Bakterienbestandteile durch 
Makrophagen.  
Die angeborene Immunantwort führt zu einer ersten Reaktion des Körpers auf 
eine Infektion mit H. pylori. Während diese Reaktion bei vielen Erkrankungen 
ausreichend ist, kommt es hierbei zu keiner effektiven  Abwehr des Bakteriums 
(Prinz et al., 2003). Die adaptive Reaktion des Immunsystems findet zeitlich 
versetzt erst nach der angeborenen Immunität statt. Diese beiden Arten der 
Immunantwort sind jedoch nicht streng voneinander getrennt, sondern 
beeinflussen sich gegenseitig. Durch die Stimulation von Antigen-präsentierenden 
APZs kommt es zu einer Aktivierung von Lymphozyten und der Entwicklung einer 
T-Helfer (Th) Antwort. Antigen-spezifische T-Zellen der zellulären Abwehr 
sekretieren eine Vielzahl an Zytokinen, die in der Lage sind, die Effektorzellen der 
angeborenen Immunantwort zu stimulieren. 
Bei einer Infektion mit H. pylori spielen CD4+ T-Helfer-Zellen die Hauptrolle bei der 
Vermittlung der adaptiven Immunabwehr (Nagai et al., 2007). Im Laufe der 
Infektion werden Bakterien und deren Bestandteile von APZs phagozytiert und auf 
MHC-II-Molekülen präsentiert. Diese APZs führen zu einer antigenspezifischen 
Aktivierung der CD4+ T-Zellen. Prinzipiell können sich diese T-Helfer-Zellen dann 
durch klonale Expansion in zwei unterschiedliche Klassen aufteilen (Farrar et al., 
2002). Th1-Zellen sezernieren IFN-γ als Leitzytokin und induzieren eine 
zellvermittelte Immunität, die beispielsweise bei intrazellulären Parasiten wie 
Leishmania und Toxoplasma  gondii von Bedeutung ist (Murphy et al., 2002). Im 
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Gegensatz dazu werden von Th2-Zellen hauptsächlich die Zytokine IL-4 und IL-10 
sekretiert. Diese Immunantwort ist mit der humoralen, also der durch Antikörper 
vermittelten Immunität verknüpft und bietet Schutz z.B. vor intestinalen Helminthen 
(Murphy et al., 2002). Im Falle von Helicobacter pylori konnte die Expression von 
IL-12 in der Magenschleimhaut nachgewiesen werden (Haeberle et al., 1997). 
Dieses Zytokin sorgt für eine lokale Th1-Prägung von T-Lymphozyten. Die im 
Tiermodell gemachte Beobachtung, dass H. pylori  bevorzugt zu einer Th1-
Immunantwort führt, konnte auch durch klinische Ergebnisse bestätigt werden. In 
Biopsien des Antrums von Patienten mit peptischem Ulkus wurde die Expression 
von IL-12, IFN-γ und TNF nachgewiesen, nicht jedoch von IL-4 (D'Elios et al., 
1997). Diese Th1-dominierte Immunantwort führt jedoch zu keiner erfolgreichen 
Eradikation von H. pylori; die Infektion kann ein Leben lang persistieren. Zudem 
schädigen diese Th-1 Lymphozyten das Epithel durch die Sekretion von 
proinflammatorischen Zytokinen (Ernst et al., 2001). Th1 T-Zellen spielen daher 
auch eine wichtige Rolle bei der Pathogenese des peptischen Ulkus. 
Die Bedeutung einer Th1- oder Th2-Richtung der Immunantwort konnte im 
Tiermodell bestätigt werden. Durch die Behandlung von Mäusen mit IFN-γ konnte 
eine Gastritis induziert werden, während die Verabreichung von IL-4 zu einer 
reduzierten Kolonisierung in chronisch infizierten Mäusen führte (Zavros et al., 
2003; Del Giudice et al., 2004). Aber auch das antiinflammatorische Zytokin IL-10 
ist in der Lage, die Ausprägung der Gastritis zu reduzieren (Ismail et al., 2003). 
Eine erhöhte Expression von IL-12p40, IFN-γ, TNF und iNOS führte bei 
immunisierten Mäusen zu einem Schutz vor H. pylori, nicht jedoch Th2-Zytokine 
wie IL-4 und IL-10, oder auch die Chemokine KC und Mip-2 (Garhart et al., 2003). 
Eine Th1-gerichtete Immunantwort kann also zu immunpathologischen Schäden 
führen, während eine Th2-Antwort keinen Schutz bietet (D'Elios et al., 2005). Eine 
echte Protektion vor H. pylori  kann nur durch eine spezifische Th1-dominierte 
Reaktion erfolgen, die jedoch durch Th2 Zellen moduliert wird. 
Eine Infektion mit H. pylori führt zu einer Th1-gerichteten Immunantwort, die 
jedoch zu keiner Eradikation des Bakteriums führt. Die Entzündungsreaktion ist 
durch den Einstrom von Neutrophilen, Makrophagen und Th1-Zellen 
gekennzeichnet, so wie es beim Ablauf einer intrazellulären Infektion typisch wäre. 
Allerdings ist H. pylori kein intrazellulärer Erreger und die erzeugte Immunantwort 
führt eher zu epithelialen Zellschäden als zu einer Beseitigung des Bakteriums. An 
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dieser „falschen“ Immunantwort ist das Bakterium selbst beteiligt. Auf der einen 
Seite kann H. pylori durch Anpassungsmechanismen einer Detektion durch das 
Immunsystem entgehen. LPS von Gram-negativen Bakterien ist normalerweise 
sehr immunogen, nicht jedoch das von H. pylori (Luo et al., 2004; Yokota et al., 
2007). Auch Flagellen stellen in der Regel eine hoch konservierte Struktur dar; das 
Bakterium schafft es allerdings, eine Detektion durch den dafür typischen 
Rezeptor TLR5 zu vermeiden (Luo et al., 2004; Sterzenbach et al., 2007; Galkin et 
al., 2008). Bakterielle DNA enthält methylierte CpG-Motive, die zu einer 
Aktivierung von TLR9 führen (Cornelie et al., 2004). DNA von H. pylori scheint 
allerdings nur geringe immunstimuatorische Eigenschaften zu besitzen (Takata et 
al., 2002). Helicobacter pylori kann die Immunantwort des Wirts auch direkt 
beeinflussen. So führt das Zytotoxin VacA zu einer Inhibition der 
Antigenpräsentation und einer verminderten T-Zell Proliferation (Molinari et al., 
1998). Durch CagA kommt es zu einer Sekretion von proinflammatorischen 
Zytokinen in Epithelzellen (Segal et al., 1999; Wang et al., 2001a). Die 
Virulenzfaktoren von H. pylori sind also in der Lage, sowohl proinflammatorische 
als auch immunsuppressive Effekte auszuüben. Möglicherweise induziert das 
Bakterium als Überlebensstrategie eine chronische Entzündungsreaktion, durch 
die es nicht beseitigt werden kann. Allerdings werden gleichzeitig 
schwerwiegendere Formen der Inflammation verhindert, die möglicherweise zu 
einer Eradikation von H. pylori führen könnten. 
3.1.7 Tiermodelle der Infektion mit H. pylori 
Eine Infektion von Tieren mit Helicobacter spp. kommt natürlicherweise sehr 
häufig vor. Dabei ist das Vorkommen des Bakteriums nicht nur auf den Magen 
beschränkt; auch in der Leber kann man sogenannte enterohepatische 
Helicobacter finden (Bohr et al., 2007). Einige Helicobacter spp. sind auch in der 
Lage mehrere Arten zu infizieren, z.B. H. cinaedi,  der sowohl bei Menschen und 
Rhesus Affen, als auch Hunden, Hamstern, Ratten und Füchsen nachgewiesen 
werden konnte (Fernandez et al., 2002; Comunian et al., 2006; Rossi et al., 2007). 
Das Vorkommen von Helicobacter spp. in Vögeln (z.B. H. pametensis) zeigt die 
weite Verbreitung dieser Bakteriengattung (Dewhirst et al., 1994). Helicobacter 
pylori wurde bisher jedoch nur bei Menschen und Primaten nachgewiesen, 
gefundene Infektionen bei Katzen und Hunden sind mit hoher Wahrscheinlichkeit 
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Fälle einer umgekehrten Zoonose (Nedrud, 1999). Diese Helicobacter Art besitzt 
die größte klinische Relevanz, obwohl auch andere aus dem Menschen isolierte 
Helicobacter spp. durchaus humanpathogenes Potenzial besitzen. So kann eine 
Infektion mit H. heilmannii eine Gastritis verursachen; oder beispielsweise 
H. cinaedi, der für enterische oder vaskuläre Infektionen verantwortlich gemacht 
wurde (Solnick, 2003). Eine Infektion von Tieren mit H. pylori ist durch die 
hochentwickelten Anpassungsmechanismen an den Menschen nicht einfach und 
erfordert neben einem geeigneten Tiermodell auch die Verwendung bestimmter 
adaptierter Bakterienstämme. 
3.1.7.1 Primaten 
Primaten wären das am besten geeignete Tiermodell, da sie als natürliche Wirte 
für H. pylori fungieren, der Infektionsverlauf dem menschlichen am meisten ähnelt 
und das Immunsystem große Ähnlichkeiten zum menschlichen Immunsystem 
aufweist (Dubois et al., 1994). Aufgrund der enormen Kosten bei Anschaffung und 
Haltung, ethischer Bedenken und Problemen mit dem Artenschutz kommen sie 
allerdings nur in einigen wenigen Ausnahmefällen in Betracht. 
3.1.7.2 Gnotobiotische Schweine 
Die Infektion gnotobiotischer Ferkel mit H. pylori war das erste beschriebene 
H. pylori-Tiermodell (Krakowka et al., 1987; Lambert et al., 1987). Es war bei der 
Erforschung putativer bakterieller Virulenzfaktoren, wie z.B. Urease und Flagellen 
sehr hilfreich (Eaton et al., 1991; Eaton et al., 1994; Eaton et al., 1996). Der große 
Vorteil dieses Modellsystems liegt in der anatomischen und physiologischen 
Ähnlichkeit des Magens im Vergleich zum Menschen (Krakowka et al., 1987). Die 
Pathologie der Infektion ähnelt zwar dem menschlichen Verlauf, es gibt jedoch 
Unterschiede in Bezug auf die ausgebildete Gastritis und Läsionen des Magens 
(Engstrand et al., 1990). Außerdem verursacht dieses Modell hohe Kosten sowohl 
bei der Anschaffung der Tiere als auch bei deren spezieller Unterbringung. 
3.1.7.3 Katzen und Hunde 
Die Infektion von Beagle-Welpen mit H. pylori wurde zwar erfolgreich 
durchgeführt, aber trotz typischer histopathologischer Schleimhautveränderungen 
blieb die Kolonisationsdichte niedrig (Radin et al., 1990). 
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Experimentelle Infektionen von Katzen mit H. pylori wurden beschrieben (Handt et 
al., 1995; Fox et al., 1995). Die Tiere entwickelten eine Gastritis mit geringer 
Infiltration von Neutrophilen. Aufgrund hoher Kosten und emotionaler Probleme 
bei der Verwendung von Haustieren sind auch diese beiden Tiermodelle nur 
bedingt geeignet. 
3.1.7.4 Mäuse 
Bis heute gelang zwar die Infektion von Mäusen mit verschiedenen H. pylori-
Stämmen, es zeigten sich jedoch kaum histopathologische Schleimhaut-
veränderungen des Magens. Viele H. pylori-Stämme sind überhaupt nicht in der 
Lage,  den Mausmagen zu kolonisieren, die Faktoren dafür sind noch unbekannt 
(Ayraud et al., 2002). Bisher wurden mit diesem Modell intensiv Immunreaktionen 
auf H. pylori und die Möglichkeiten einer Vakkzinierung untersucht; es zeigten sich 
auch bereits erfolgreiche Ansätze (Czinn et al., 1991; Chen et al., 1992). Mäuse 
sind aufgrund vorhandener immunologischer Reagenzien, niedriger Anschaffungs- 
und Unterhaltskosten und einer Vielzahl an Inzucht-Stämmen, transgener oder 
Knockout-Mäuse ein ideales Tiermodell. Knockout-Mäuse konnten beispielsweise 
durch Deletionen in regulierenden Zytokinen zur Aufklärung immunologischer 
Abläufe der H. pylori-Infektion beitragen. In IL-10-Knockout-Mäusen wurde 
aufgrund der fehlenden Gegensteuerung zu proinflammatorischen Abläufen eine 
schwerwiegendere Gastritis als beim Wildtyp beobachtet (Berg et al., 1998). Aus 
diesem Grund werden Mäuse auch weiterhin als Tiermodell für die H. pylori-
Infektion verwendet werden, obwohl sie kein optimales Tiermodell darstellen. 
3.1.7.5 Mongolische Wüstenrennmaus (Gerbil) 
Mongolische Gerbils wurden 1991 erstmals mit H. pylori infiziert (Yokota et al., 
1991). Auf eine Infektion reagierten sie mit einer schweren, aktiv und chronisch 
destruktiven Gastritis (Ikeno et al., 1999) inklusive Lymphfollikeln und Ulzera 
(Hirayama et al., 1996b; Matsumoto et al., 1997; Takahashi et al., 1998). Mehr als 
ein Drittel der Tiere entwickelten Adenokarzinome (Watanabe et al., 1998). In 
diesem Tiermodell konnte also eine im Vergleich zum Menschen sehr ähnlich 
ablaufende Magenpathologie beobachtet werden. Gegenüber Mäusen sind die 
Anschaffungs- und Unterhaltskosten für Gerbils nur unwesentlich erhöht; es fehlen 
jedoch transgene Tiere und auch kommerzielle Reagenzien für Gerbils sind nur 
vereinzelt erhältlich. Die anfängliche Euphorie um dieses Tiermodell hat zwar 
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bereits etwas abgenommen (Otaka et al., 2006), jedoch wird die Mongolische 
Wüstenrennmaus nach wie vor für das zurzeit am besten geeignete 
experimentelle Tiermodell für die Infektion mit H. pylori angesehen. 
 
3.2 Dendritsche Zellen 
Dendritische Zellen stellen einen Teil des Immunsystems von Säugetieren dar und 
nehmen eine Schlüsselfunktion bei der Aktivierung der Immunantwort ein. Der 
Name dieser Zellen leitet sich aus ihrer sternförmigen Gestalt ab, die während 
bestimmter Entwicklungsstadien ausgebildet wird und hat ansonsten nichts mit 
Nervenzellen zu tun. Das morphologische Aussehen von Dendritischen Zellen 
wird durch zytoplasmatische Fortsätze bestimmt, die eine Länge von etwa 19µm, 
in Einzelfällen sogar bis zu 60µm, erreichen können. Dadurch kommt es bis zu 
einer dreifachen Vergrößerung der Zelloberfläche im Vergleich zu einer 
sphärischen Zelle, was wiederum mehr Zell-Zell-Kontakte ermöglicht (Miller et al., 
2004). Diese Eigenschaft ist essentiell für die Hauptaufgabe von Dendritischen 
Zellen, nämlich die Präsentation von mikrobiellen Antigenen an ihrer 
Zelloberfläche zur Erkennung durch Lymphozyten (Banchereau et al., 1998; Rad 
et al., 2007). 
 
 
Abbildung 3: Interaktion einer Dendritischen Zelle (rot) mit einem Lymphozyt (grün) 
Dendritische Zellen sind professionelle Antigen-präsentierende Zellen, die durch die Interaktion mit 
T-Zellen zu deren Aktivierung führen und damit eine Reaktion des Immunsystems auf Mikroben 
auslösen. 
(Abbildung: http://www.bellicum.com/) 
 
Alle Dendritischen Zellen stammen von Stammzellen des Knochenmarks ab und 
die meisten, sogenannte myeloide Dendritische Zellen, werden von der 
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Blutzelllinie der Monozyten abgeleitet (Abbas et al., 2003). Dendritische Zellen 
sind jedoch die einzigen Blutzellen, die solch eine außergewöhnliche 
morphologische Gestalt annehmen (Steinman, 1991; Banchereau et al., 1998). 
Dendritische Zellen wurden erstmals von Paul Langerhans im späten 
Neunzehnten Jahrhundert beschrieben und auch nach ihm benannt. Der Begriff 
„Dendritische Zelle“ wurde 1973 von Steinmann und Cohn zum ersten Mal 
gebraucht (Steinman et al., 1973). Dabei wurden Zellen mit „verhüllter“ 
Morphologie (d.h. runde Zellen mit umfangreichen zytoplasmatischen Fortsätzen) 
durch Licht- und Elektronenmikroskopie in der Milz und peripheren Lymphknoten 
von Mäusen dargestellt. Diese Zellen konnten später auch in weiteren Organen 
nachgewiesen werden, z.B. der Haut, sogenannte Langerhans’sche Zellen 
(Romani et al., 1992), außerdem in Peyer’schen Plaques (Kelsall et al., 1996) und 
der Leber (Lu et al., 1994). 
Die Entwicklung von Dendritischen Zellen beginnt mit einem unreifen (immature) 
Zustand, geht dann in einen reifen (mature) über, gelegentlich wird noch ein 
drittes, apoptotisches Stadium hinzugezählt (Winzler et al., 1997; Banchereau et 
al., 2000; Underhill et al., 2002). Unreife Dendritische Zellen befinden sich in den 
Epithelien der Haut, des Gastrointestinaltrakts und der respiratorischen Systeme, 
da diese Bereiche die Haupteintrittspforten für Erreger darstellen (Abbas et al., 
2003). Die Aufgabe von Dendritischen Zellen ist die Aufnahme von Protein-
Antigenen und der Transport dieser zu den Lymphknoten. Pathogene werden 
anhand ihrer konservierten Pathogen Associated Molecular Patterns (PAMPs) 
erkannt, z.B. LPS oder Flagellin (Schaefer et al., 2004). Dazu dienen spezielle 
Rezeptoren, zu denen unter anderen auch die Toll-like Rezeptoren gehören 
(Elson et al., 2007). Eine Besonderheit von Dendritischen Zellen ist ihre Fähigkeit 
durch tight junctions zu migrieren, wodurch ein Kontakt mit dem gastrointestinalen 
Lumen ermöglicht wird (Rescigno et al., 2001; Takano et al., 2005). 
Nachdem unreife Dendritische Zellen mit Mikroorganismen oder deren 
Bestandteilen in Kontakt kommen, werden diese durch Phagozytose oder 
Makropinozytose aufgenommen (Nayak et al., 2006). Nun können Dendritische 
Zellen einen wichtigen Beitrag zur angeborenen Immunantwort leisten, indem sie 
beträchtliche Mengen an Interferonen und Zytokinen, wie z.B. IL-12, produzieren. 
Dendritische Zellen aktivieren auch NK Zellen und natürliche Killer T-Zellen, die 
die eingedrungenen Erreger sehr schnell vernichten und wichtige Zytokine 
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sekretieren (Mellman et al., 2001). Zur Einleitung der angeborenen Immunantwort 
werden die aufgenommenen Antigene in den DCs prozessiert und auf MHC-II-
Molekülen an der Zelloberfläche präsentiert; die Dendritischen Zellen wandern 
währenddessen zu den lymphatischen Organen (Bernstein et al., 2008). Es findet 
ein Reifungsprozess statt, wodurch die Zellen ihre Fähigkeit zur Phagozytose 
verlieren, jedoch wird die Fähigkeit zur Präsentation von Antigenen verstärkt 
(Cochand et al., 1999). Dies geschieht durch den erhöhten Transport von MHC-II-
Molekülen an die Zelloberfläche (Baron et al., 2001; Delaguillaumie et al., 2008). 
Zusätzlich wird die Expression der für T-Zellen kostimulatorisch wirkenden 
Moleküle wie CD80, CD83 und CD86 gesteigert (Tong et al., 2005; Hayati et al., 
2007). 
Die Sekretion von Zytokinen durch Dendritische Zellen spielt für den weiteren 
Verlauf der Immunantwort eine zentrale Rolle. Abhängig vom jeweiligen Stimulus 
kann hier eine Th1- oder eine Th2-Antwort ausgelöst werden (de Jong et al., 2002; 
Agrawal et al., 2003). Nur TLR Signale, wie beispielsweise LPS, sind in der Lage 
die Sekretion von proinflammatorischen Zytokinen einzuleiten. Dazu gehört auch 
IL-12, welches Th-1 polarisierend wirkt (Wiethe et al., 2008). Dieses Zytokin wird 
z.B. im frühen Stadium einer bakteriellen Infektion mit H. pylori sekretiert (Kranzer 
et al., 2004; Kranzer et al., 2005). Sobald die Infektion jedoch andauert, scheinen 
sich die Dendritischen Zellen zu erschöpfen und produzieren unter anderem 
weniger IL-12 (Mitchell et al., 2007). Durch diese unzureichende Immunantwort 
wird möglicherweise die chronische Persistenz des Bakteriums ermöglicht. Bei 
einer Th2-Immunantwort, z.B. einer Infektion durch Helminthen oder auch 
allergischen Reaktionen, kommt es zu keiner Sekretion von IL-12 (Caron et al., 
2001; Cervi et al., 2004). Die Induktion dieser Immunantwort ist wahrscheinlich 
von den Zytokinen IL-4 und/oder IL-10 abhängig (Kalinski et al., 2000; Zhu et al., 
2008). 
Durch die Apoptose von Dendritischen Zellen wird auch ein wichtiger Beitrag zur 
Regulierung von Autoimmuntoleranz geleistet. Ein Defekt hierbei kann zu 
Autoimmunerkrankungen führen (Chen et al., 2006). 
Dendritische Zellen sind verantwortlich für die Regulation der T- und B-Zellantwort, 
ebenso wie für die Verbindung von angeborener und adaptiver Immunantwort 
(Craxton et al., 2003; Celli et al., 2008; Hammad et al., 2008). Diese zentrale 
Stellung von Dendritischen Zellen im Immunsystem rückte in letzter Zeit als 
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Ansatz für Vakkzinierungsversuche vor allem im Bereich Tumorerkrankungen, 
aber auch für Infektionskrankheiten in den Fokus des Interesses (Ludewig, 2003; 
Shu et al., 2007; Palucka et al., 2007; Lehrnbecher et al., 2008; Chu et al., 2008; 
Fajardo-Moser et al., 2008). Dabei werden Dendritische Zellen in vitro in Kultur 
genommen und ihnen werden Erregerbestandteile oder Tumorproteine zur 
Phagozytose angeboten. Dieser Vorgang wird „Pulsen“ genannt (Yu et al., 2007; 
Merrick et al., 2008). Die Entwicklung dieser Impfstoffe befindet sich noch in einer 
frühen Phase der Entwicklung und bisher ist die Immunogenität der Impfstoffe 
meist noch nicht ausreichend. Es handelt sich hierbei jedoch um einen sehr 
vielversprechenden Ansatz (Koido et al., 2007). 
 
3.3 Vorarbeiten 
Die Untersuchung der immunstimulatorischen Eigenschaften von H. pylori stellt 
einen Schwerpunkt innerhalb der Arbeitsgruppe dar (Kranzer et al., 2004; Deml et 
al., 2005; Kranzer et al., 2005). In diesem Rahmen wurde das Maus-
Splenozytenmodell als Modellsystem für angeborene und erworbene 
Immunreaktionen etabliert (Deml et al., 2004). Dadurch konnte gezeigt werden, 
dass eine Stimulation von naiven, d.h. noch nicht mit dem Antigen in Kontakt 
gekommenen Splenozyten nach Koinkubation mit H. pylori zur Sekretion von 
proinflammatorischen Zytokinen wie IFN-γ und IL-6 führte, es wurde jedoch auch 
die Produktion des regulatorischen Zytokins IL-10 beobachtet. Mithilfe einer 
Immunisierung mit H. pylori-Lysat konnte eine starke proinflammatorische 
Immunantwort induziert werden. Es wurde jedoch nur ein geringer Einfluss dieser 
auf das durch H. pylori ausgelöste Entzündungsgeschehen beobachtet, da es bei 
den verwendeten Mausstämmen wie Balb/c oder C57BL/6 nur zu einer geringen 
Ausprägung der Gastritis im Magen kommt. Deshalb wurde in der Arbeitsgruppe 
das Modellsystem der Mongolischen Wüstenrennmaus (Meriones unguiculatus) 
etabliert, das sich in der Literatur bereits als interessantes Tiermodell für eine 
Infektion mit H. pylori ausgezeichnet hat. Die technische Durchführung von 
Infektionen und Organentnahmen bei Gerbils und der verwendete adaptierte 
H. pylori-Stamm stammen aus der Arbeit von Dr. Ulrike Thalmaier. Zur Analyse 
der Immunantwort wurde im Rahmen dieser Arbeit aufgrund fehlender 
kommerzieller Reagenzien ein neues Nachweissystem entwickelt. Mithilfe der 
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verwendeten quantitativen TaqMan®-PCR gelang es, immunologische Parameter 
direkt am Infektionsort im Magen auszuwerten. Dadurch kann nun ein breites 
Spektrum an Zytokinen, Chemokinen und Toll-like Rezeptoren abgedeckt und 
somit ein detailliertes immunologisches Expressionsprofil erstellt werden. 
 
3.4 Zielsetzung 
Eine Infektion mit H. pylori führt zu einer starken Th1-gerichteten Immunantwort, 
die aber nicht in der Lage ist, das Bakterium zu beseitigen. Es wird angenommen, 
dass die effektive Eradikation des Bakteriums durch die Beteiligung einer Th-2-
Immunantwort am Infektionsgeschehen erreicht werden kann. In dieser Arbeit 
sollte durch die Verabreichung verschiedener immunstimulatorischer Substanzen 
und Immunisierungsansätze die durch H. pylori induzierte proinflammatorische 
Reaktion des Immunsystems verändert werden. Um die Auswirkungen dieser 
Immunantwort auf die durch H. pylori verursachte Gastritis untersuchen zu 
können, wurden Gerbils verwendet. Diese Tiere zeigen nach einer Infektion mit 
H. pylori im Gegensatz zu Mäusen starke histopathologische Veränderungen im 
Magengewebe. 
Durch die Verwendung von Oligodeoxynukleotiden (ODNs) konnten in Mäusen 
immunmodulatorische Effekte beobachtet werden. Bestimmte Sequenzabfolgen 
ähneln bakteriellen DNA-Motiven, sogenannte CpG-ODNs, und wurden als starke 
Induktoren einer Th1-gerichteten Immunantwort identifiziert (Sommer et al., 2004). 
Der Austausch von nur einer Base (G gegen C, also GpG-ODN) führte zu einer 
gegensätzlichen Wirkung, nämlich einer Inhibition der Aktivierung von Th1-Zellen 
(Ho et al., 2003). Nun sollte der Effekt dieser beiden ODNs auf eine Infektion mit 
H. pylori im Gerbil untersucht werden. CpG-ODNs sollten also zu einer 
Verstärkung der Th1-Immunreaktion beitragen, während GpG-ODNs durch ihre 
regulatorische Funktion diese dämpfen. Dementsprechend wurde also bei 
Verabreichung von CpGs eine Verstärkung der durch H. pylori ausgelösten 
histologischen Veränderungen im Magengewebe erwartet, durch GpGs hingegen 
eine Abschwächung. In dieser Arbeit sollte ein genaues Immunprofil mit 
Antikörperbildung, Histologie und Expressionsprofil des Magens Klarheit über die 
genaue Wirkungsweise von CpG- und GpG-ODN in der H. pylori-Infektion bringen. 
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Eine Immunisierung kann durch die Verwendung von bestimmten Adjuvanzien 
eine gezielte Reaktion des Immunsystems auslösen. Cholera-Toxin ist in der Lage 
eine starke, Th-2 gerichtete Immunantwort zu induzieren. Die Kombination aus 
H. pylori-Lysat, CpG-ODN und CT konnte im Mausmodell sogar eine vor einer 
Infektion mit H. pylori schützende Immunantwort induzieren, die mit einer 
Immunisierung mit den Einzelkomponenten nicht erreicht wurde (Jiang et al., 
2003). Deshalb sollte nun der Effekt der verschiedenen 
Immunisierungskombinationen auf eine Infektion mit H. pylori im Gerbil untersucht 
werden. Die Kombination aus H. pylori-Lysat und CpG sollte dabei zu einer 
verstärkten Th1-Immunreaktion führen und einer damit einhergehenden 
verstärkten  H. pylori-induzierten Gastritis, während Lysat und Cholera-Toxin eine 
Th2-gerichtete Antwort auslösen und daher einen suppressiven Effekt auch auf 
die histopathologischen Veränderungen im Magengewebe entfalten sollten. Zur 
Analyse der Wirkung der verschiedenen Immunisierungskombinationen in der 
H. pylori-Infektion diente in dieser Arbeit ein detailliertes Immunprofil mit 
Antikörperbildung, Histologie des Magens, Kolonisierungsdichte und 
Expressionsprofil des Magens. Dabei sollte zusätzlich zum Kurzzeitinfektions-
modell von vier Wochen durch einen späteren Zeitpunkt nach acht Wochen der 
Langzeiteffekt auf die durch H. pylori induzierten Entzündungsreaktionen 
untersucht werden. 
Dendritische Zellen (DCs) spielen eine wichtige Rolle in der angeborenen 
Immunantwort; sie sind allerdings auch die wichtigsten Antigen-präsentierenden 
Zellen und führen über die Aktivierung von T-Zellen zu einer adaptiven Reaktion 
des Immunsystems. Sie bestimmen somit am Anfang einer Infektion, in welche 
Th-Richtung sich die Immunantwort entwickeln wird. Dendritische Zellen können in 
vitro „gepulst“ werden, d.h. nach dem experimentell herbeigeführten Kontakt mit 
Antigenen kommt es zur Prozessierung und Präsentation dieser  an der 
Zelloberfläche. Durch den Transfer dieser gepulsten Dendritischen Zellen zurück 
in das Tier lassen sich damit gezielte Immunreaktionen auslösen. Dieses 
Vorgehen wurde bereits erfolgreich mit Tumorbestandteilen und verschiedenen 
Infektionserregern durchgeführt. Im Mausmodell einer Candida-Infektion erwies 
sich das Pulsen von DCs mit Pilz-RNA und ein anschliessender Transfer in das 
Tier als wirkungsvoll gegen eine Infektion mit Candida (Bacci et al., 2002). Ein 
Transfer von mit H. pylori-Lysat oder H. pylori-RNA gepulsten Dendritischen Zellen 
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könnte also im Gerbil-Tiermodell der H. pylori-Infektion zu einer protektiven 
Immunantwort mit entsprechenden Veränderungen der durch das Bakterium 
ausgelösten histologischen Veränderungen im Magengewebe führen. Ein 
detailliertes Immunprofil mit Antikörperbildung, Histologie und Expressionsprofil 
des Magens sollte in dieser Arbeit Klarheit über die genaue Wirkungsweise der 
unterschiedlich gepulsten DC-Immunisierungen in der H. pylori-Infektion bringen. 
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4 Material und Methoden 
 
4.1 Versuchsdurchführung 
 
4.1.1 Verwendete Organismen 
4.1.1.1 H. pylori-Stämme 
Bei den hier verwendeten Stämmen handelt es sich um Patientenisolate, die am 
Institut für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universitätsklinikums 
Regensburg konserviert sind. Der Stamm Ca117 sowie sowie das Gerbil-
adaptierte Pendant Ca117G wurde freundlicherweise von Dr. Ulrike Thalmaier zur 
Verfügung gestellt. Der Stamm Ca117 stammt von einem Patienten mit 
Magenkarzinom und ist Zytotoxin-positiv. Eine besondere Eigenschaft dieses 
Stamms ist in vitro die Induktion einer hohen IL-8-Sekretion von AGS-Zellen schon 
bei extrem niedriger MOI (Multiplicity of Infection). Bei Stamm 2802 handelt es 
sich ursprünglich ebenfalls um ein Patientenisolat, er befindet sich allerdings 
schon seit langer Zeit in Kultur und dient mittlerweile als Standard-Laborstamm.  
4.1.1.2 Versuchstiere und Haltung 
Sechs Wochen alte weibliche Crl:MON(Tum) Gerbils wurden von Charles River 
(Sulzfeld, Deutschland) bezogen. Die Tiere wurden gruppenweise zu maximal 3 
Tieren pro Käfig in einem Schrank mit von der Umgebung unabhängiger 
Luftversorgung (ESI Flufrance, Wissous, Frankreich) untergebracht. Sie erhielten 
V1326 ssniff R-Z, extrudiert, Alleinfutter für Ratten-Zucht (ssniff Spezialdiäten 
GmbH, Soest, Deutschland) und Wasser ad libitum. 
 
4.1.2 Helicobacter pylori 
4.1.2.1 Kultivierung 
Die Kultivierung von H. pylori erfolgte in Anaerobentöpfen (Schütt, Göttingen, 
Deutschland) unter mikroaerophilen Bedingungen (80% N2, 11% O2, 9% CO2) bei 
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36°C. Nach dem Evakuieren des Topfes mit einer Vaku umpumpe (Vacubrand, 
Wertheim, Deutschland) um 0,6 bar wurde bis zum Druckausgleich H. pylori-Gas 
(5% O2, 15% CO2, 80% N2) eingeleitet. Als Standard-Nährmedien wurden WC-
Dent-Agarplatten (Oxoid, Wesel, Deutschland) verwendet. Die beimpften Platten 
wurden zwei bis drei Tage bebrütet. 
4.1.2.2 Präparation von lebendem H. pylori 
Zwei bis drei Tage alter H. pylori wurde mit einem Wattestäbchen von der Platte 
abgenommen, in eiskaltem PBS eingerührt und mit diesem dreimal gewaschen. 
Durch das Messen der OD bei 600nm konnte anhand einer zuvor ausplattierten 
Verdünnungsreihe die Anzahl Bakterien pro ml bestimmt werden. 
 
4.1.2.3 Präparation von H. pylori-Lysat 
4.1.2.3.1 Unbearbeitetes H. pylori Lysat 
Zur Präparation von H. pylori-Lysat wurden zwei Platten zwei bis drei Tage alter 
Kulturen in 2ml PBS eingerührt. Es wurde die OD bei 600nm gemessen und eine 
Suspension von 5ml mit OD1 hergestellt. Diese wurde für fünf Minuten mit 4410g 
bei 4°C zentrifugiert (Rotixa 120R, Hettich, Tuttli ngen). Das Pellet wurde in 1ml 
PBS oder H2O resuspendiert und anschließend zwei Minuten mit Ultraschall 
(Labsonic, B. Braun Biotech, Melsungen, Deutschland) behandelt. Die 
Proteinkonzentration wurde mithilfe eines Assays  nach Lowry (Bio-Rad, 
München, Deutschland) bestimmt. Für Stimulationsversuche und 
Antikörpertiterbestimmungen wurde das Lysat nach der Präparation sofort bei 
-80°C eingefroren; zur Immunisierung von Mäusen wur de nur frisches Lysat 
verwendet. 
4.1.2.3.2 Formalin-fixiertes H. pylori Lysat 
Zur Präparation von Formalin-fixiertem H. pylori-Lysat wurden zwei Platten drei 
Tage alter Kulturen in 1ml PBS eingerührt. Die Suspension wurde für vier Minuten 
mit 4000g bei 4°C zentrifugiert (Rotixa 120R, Hetti ch, Tuttlingen). Auf das Pellet 
wurden 2ml einer 0,5 %igen Paraformaldehyd-Lösung über Nacht gegeben. Nach 
dreimaligem Waschen mit PBS wurde das Pellet fünf mal jeweils 30 Sekunden mit 
Ultraschall (Labsonic, B. Braun Biotech, Melsungen, Deutschland) behandelt und 
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anschließend zehn Minuten mit 4000g bei 4°C zentrif ugiert (Rotixa 120R, Hettich, 
Tuttlingen). Das Lysat wurde steril filtriert, die Proteinkonzentration mithilfe eines 
Assays  nach Lowry (Bio-Rad, München, Deutschland) bestimmt und bei -80°C bis 
zur Verwendung gelagert.  
 
4.1.3 Klonierung von Gerbil Genen 
Die in dieser Arbeit durchgeführten PCR- und Klonierungsmethoden werden im 
Standardwerk von Sambrook et al. (Sambrook et al., 1989) detailliert beschrieben. 
Die Klonierung von Gerbil-Genen war zur Herstellung eines Plasmid-Standards für 
die quantitative TaqMan® PCR notwendig. Außerdem diente die Sequenz zum 
Design von Primern und Sonden. 
Einzelne Gerbil-Gene waren zu Beginn dieser Arbeit bereits im Datenbanksystem 
GenBank® registriert. Ein 3’- und 5’-Primer-Pärchen wurde an den Anfang und 
das Ende des offenen Leserasters, also den kodierenden DNA-Bereich, 
angepasst (Metabion, Planegg-Martinsried, Deutschland). Die Länge der 
jeweiligen Primer ergab sich aus der Schmelzpunktbestimmung (ca. 50-60°C). 
Nach einer erfolgreichen Amplifikation erfolgte eine Auftrennung in einem 1%igen 
Agarose-Gel und eine Gel-Extraktion mit QIAquick Gel Extraction Kit  nach 
Anleitung des Herstellers (Qiagen, Hilden, Germany). Die Identität des erhaltenen 
Amplifikations-Produkts wurde mithilfe mehrerer Sequenzierung (Geneart, 
Regensburg, Deutschland) bestätigt. 
Als cDNA Vorlage für die PCR dienten Gerbil Splenozyten, die für 36h mit PMA 
(Sigma, Schnelldorf, Germany) und Ionomycin (Simga, Schnelldorf, Germany) 
stimuliert wurden. Die anschließende Extraktion der RNA geschah mithilfe eines 
RNeasy Mini Kits und QIAShredders nach Anleitung des Herstellers (Qiagen, 
Hilden, Germany). Die RNA wurde danach mit dem Reverse Transcriptase Core 
Kit (Eurogentec, Köln, Germany) in cDNA umgeschrieben. Diese Vorlage in 
Kombination mit den erstellten Primern lieferte in der Standard-PCR mit Taq 
Polymerase (ABI, Foster City, USA) nach Anleitung des Herstellers ein Ergebnis, 
das nach einer Reamplifikation mit denselben Primern und einer weiteren Gel-
Aufreinigung in den Vektor pBS (Stratagene, La Jolla, USA) kloniert werden 
konnte und so als Plasmid-Standard für die TaqMan® PCR diente. Die dabei 
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erhaltenen Sequenz-Informationen dienten zum Design von Primern und Sonden 
für die quantitative TaqMan® PCR. 
In vielen Fällen waren jedoch keine Sequenzinformationen über Gerbil-Gene 
verfügbar. Hier wurde dann die PCR-Methode „Cross-species PCR“ angewandt 
(Mai et al., 1994). Aus den vorhandenen Sequenzinformationen von Maus, Ratte 
und evtl. Mensch wurde ein Annealing der offenen Leseraster mithilfe der 
Software BioEdit (Ibis Biosciences, Carlsbad, USA) erstellt. In konservierten 
Regionen konnten so Primer gelegt werden, die ein ausreichend langes Fragment 
für die PCR und anschließende Sequenzierung (Geneart, Regensburg, 
Deutschland) beinhalteten und damit für die TaqMan® PCR nutzbar waren. Um 
Basenfehlpaarungen der Primer durch eventuelle Sequenzabweichungen zu 
unterdrücken wurde die Annealing-Temperatur der PCR stark herunter gesetzt 
(zum Teil auf bis zu 30°C). 
In Einzelfällen konnte jedoch auch durch diese Methode kein Ergebnis erzielt 
werden. Es fand sich dann im Annealing z.B. nur ein einzelner homologer Bereich 
oder das Teilstück war zu kurz um für die TaqMan® PCR eingesetzt werden zu 
können. Hier kam eine kombinierte RACE-PCR zum Einsatz (Gaucher et al., 
2001). Mithife eines (dT)17-Ankerprimers  
(5’-GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV-3’), eines  
Adaptorprimers (5’-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3’) und dem aus dem 
Annealing erhaltenen sequenzspezifischen Primer konnten selbst in diesen Fällen 
verwertbare Sequenzteilabschnitte erhalten werden. Die Identität der 
anschließend sequenzierten Amplifikations-Produkte konnte nur durch einen 
Vergleich mit bereits bekannten Sequenzen anderer Tierarten bestimmt werden. 
Alle verwendeten bzw. neu generierten cDNA (Teil-)Sequenzen von Meriones 
unguiculatus finden sich im Anhang C. 
 
4.1.4 Charakterisierung von Dendritischen Zellen 
4.1.4.1 Mikroskopie 
5102 ⋅  Knochenmarks-Zellen wurden in Zellkulturschalen mit Dendritenmedium 
und 10% Zellkulturüberstand GM-CSF exprimierender HEK293T Zellen ausgesät. 
Am zweiten und fünften Tag wurde die Hälfte des gesamten Zellkulturüberstands 
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abgenommen und zentrifugiert, die enthaltenen Zellen wurden in frischem 
Dendritenmedium mit GM-CSF resuspendiert und wieder zur Kultur hinzugefügt. 
Nach sieben Tagen wurden die Zellen mit einem Leica DMIL (Leica, Solms, 
Deutschland) analysiert.  
4.1.4.2 Endozytose von FITC-Dextran 
6102 ⋅  Knochenmarks Zellen wurden in Zellkulturschalen mit Dendritenmedium 
und 10% Zellkulturüberstand GM-CSF exprimierender HEK293T Zellen ausgesät. 
Am zweiten und fünften Tag wurde die Hälfte des gesamten Zellkulturüberstands 
abgenommen und zentrifugiert, die enthaltenen Zellen wurden in frischem 
Dendritenmedium mit GM-CSF resuspendiert und wieder zur Kultur hinzugefügt. 
Nach sieben Tagen wurden alle Zellen geerntet und zu 6101⋅  Zellen pro ml 
Dendritenmedium mit 10% Zellkulturüberstand GM-CSF exprimierender HEK293T 
Zellen in 24-Well Platten ausgesät. Über Nacht wurden die Zellen mit PBS 
(Negativkontrolle), 10µg/ml LPS aus E. coli 055:B5 (Sigma, Schnelldorf, 
Deutschland) und lebendem H. pylori Stamm 2802 mit MOI 1 inkubiert. Die Zellen 
wurden am nächsten Tag geerntet und mit 1mg/ml FITC-Dextran (Sigma, 
Schnelldorf, Deutschland) bei 0°C als Negativkontro lle für unspezifische Adhäsion 
und bei 37°C für eine Stunde inkubiert. Die Analyse  der durchschnittlichen 
Fluoreszenz erfolgte mit einem Beckman Coulter EPICS XL MCL (Beckman 
Coulter, Krefeld, Deutschland). 
4.1.4.3 Fluoreszente Färbungen 
6102 ⋅  Knochenmarks Zellen wurden in Zellkulturschalen mit Dendritenmedium 
und 10% Zellkulturüberstand GM-CSF exprimierender HEK293T Zellen ausgesät. 
Am zweiten und fünften Tag wurde die Hälfte des gesamten Zellkulturüberstands 
abgenommen und zentrifugiert, die enthaltenen Zellen wurden in frischem 
Dendritenmedium mit GM-CSF resuspendiert und wieder zur Kultur hinzugefügt. 
Nach sieben Tagen wurden die Dendritischen Zellen geerntet und zu 5103 ⋅  Zellen 
pro Well über Nacht in Chamber Slides (Nunc, Wiesbaden, Deutschland) mit oder 
ohne Zugabe von 0,3µg LPS aus E. coli 055:B5 (Sigma, Schnelldorf, Deutschland) 
ausgesät. 
Zur Darstellung der Phagozytose von GFP-exprimierendem H. pylori durch 
Dendritische Zellen, erfolgte eine Inkubation für zwei Stunden bei MOI 10. Nach 
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einer Fixierung mit 4% PFA (Merck, Darmstadt, Deutschland) für 30 Minuten, einer 
Permeabilisierung mit 0,1% TritonX-100 (Sigma, Schnelldorf, Deutschland) für 
zwei Minuten und mehreren Waschschritten, wurden die Zellen mit Vectashield 
Mounting Medium (Vector Lab, Peterborough, UK) zur Fluoreszenzanalyse mit 
einem Carl Zeiss Axiovert 200M LSM510 META (Zeiss, Oberkochen, 
Deutschland) vorbereitet. 
Zum Anfärben des Aktin-Zytoskeletts wurden die Zellen mit 4% PFA (Merck, 
Darmstadt, Deutschland) fixiert und mit 0,1% TritonX-100 (Sigma, Schnelldorf, 
Deutschland) permeabilisiert. Dann wurde 4µM FITC-Phalloidin (Sigma, 
Schnelldorf, Deutschland) für 40 Minuten bei Raumtemperatur zugegeben und die 
Zellen mit Vectashield Mounting Medium (Vector Lab, Peterborough, UK) zur 
Fluoreszenzanalyse mit einem Carl Zeiss Axiovert 200M LSM510 META (Zeiss, 
Oberkochen, Deutschland) vorbereitet. 
4.1.4.4 Quantitative PCR (TaqMan®) 
6102 ⋅  Knochenmarks Zellen wurden in Zellkulturschalen mit Dendritenmedium 
und 10% Zellkulturüberstand GM-CSF exprimierender HEK293T Zellen ausgesät. 
Am zweiten und fünften Tag wurde die Hälfte des gesamten Zellkulturüberstands 
abgenommen und zentrifugiert, die enthaltenen Zellen wurden in frischem 
Dendritenmedium mit GM-CSF resuspendiert und wieder zur Kultur hinzugefügt. 
Nach sieben Tagen wurden alle Zellen geerntet und zu 6101⋅  Zellen pro ml 
Dendritenmedium mit 10% Zellkulturüberstand GM-CSF exprimierender HEK293T 
Zellen in 24-Well Platten ausgesät. Die Zellen wurden für acht Stunden mit PBS 
(Negativkontrolle), 10µg/ml LPS aus E. coli 055:B5 (Sigma, Schnelldorf, 
Deutschland) und lebendem H. pylori Stamm 2802 mit MOI 1 inkubiert. Jeweils 4 
Wells wurden zur RNA Isolation zusammengefasst.  
Die RNA wurde mithilfe des RNeasy Mini Kits (Qiagen, Hilden, Deutschland) und 
QIA Shredders (Qiagen, Hilden, Deutschland) nach Anleitung des Herstellers 
extrahiert. Sie wurde mit DNase (Sigma, Schnelldorf, Deutschland) behandelt und 
mit dem Reverse Transcriptase Core Kit (Eurogentec, Köln,  Deutschland) revers 
transkribiert. Zur Durchführung der quantitativen TaqMan® PCR wurden 
Oligonukleotid Primer (Metabion, Planegg-Martinsried, Deutschland und 
Eurogentec, Köln, Deutschland) und der qPCR Core Kit (Eurogentec, Köln, 
Deutschland) benutzt. Die PCR setzte sich zusammen aus einem initialen 
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Denaturierungsschritt bei 95°C für 10 Minuten, gefo lgt von 45 Zyklen bei 95°C für 
15 Sekunden und anschließend 1 Minute bei 60°C. 
Das Design von Primern und Sonden wurde anhand vorhandener 
Sequenzinformationen in der Gen Bank mithilfe der Software Primer Express (ABI, 
Foster City, USA) durchgeführt. Im Falle nicht vorhandener Sequenzen mussten 
die entsprechenden Gene zuvor kloniert werden (siehe 4.1.3 Klonierung von 
Gerbil Genen). 
 
4.1.5 Herstellung von gepulsten Dendritschen Zellen 
4.1.5.1 Herstellung und Nachweis von GM-CSF-haltigem Zellkulturüberstand 
HEK293T Zellen (DSMZ, Braunschweig, Deutschland) wurden in DMEM Medium 
mit 10% hitze-inaktiviertem FKS und 1% Penicillin/Streptomycin ausgesät. Die 
Zellen wurden bei einer Konfluenz von etwa 70% mit 30µg Plasmid DNA 
transfiziert: pQCXIP (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) mit integriertem GM-
CSF. Als Transfektionsmethode wurde Calziumphosphat Präzipitation verwendet. 
Nach sechs Stunden wurde das Medium gewechselt (RPMI, 10%FKS) und die 
Zellen konnten für weitere 48 Stunden wachsen. Der Zellkulturüberstand wurde 
abgenommen, steril filtriert und bis zur kurzfristigen Verwendung bei 4°C 
aufbewahrt. 
Der Nachweis von GM-CSF im Zellkulturüberstand erfolgte mithilfe eines Western 
Blots. Dazu wurde an den C-Terminus des Gens ein 6xHis Tag hinzu kloniert. 
SDS-PAGE, Blot Transfer und Nachweis mit dem RGS-His HRP Conjugate 
(Qiagen, Hilden, Deutschland) wurden nach Anleitung des Herstellers 
durchgeführt. 
4.1.5.2 Differenzierung von Dendritischen Zellen 
Die Ausdifferenzierung von Gerbil Knochenmark zu Dendritischen Zellen erfolgte 
nach einer leicht veränderten Methode von Lutz et. al. (Lutz et al., 1999). Die 
Oberschenkel- und Unterschenkelknochen von Gerbils wurden möglichst steril 
entnommen. In der Sterilbank wurde das Knochenmark durch ein 70µm Zellsieb 
von Knochensplittern gereingt und mit PBS gewaschen. Die Zellen wurden zu 
6102 ⋅ /ml in Zellkulturflaschen ausgesät und mit 10% GM-CSF-haltigem 
Zellkulturüberstand inkubiert. Nach jeweils zwei bis drei Tagen wurde die Hälfte 
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des Dendritenmediums mitsamt GM-CSF erneuert. Alle Zellen wurden nach 
sieben Tagen geerntet, ausgezählt und sofort zur weiteren Verwendung benutzt. 
4.1.5.3 Pulsen von Dendritischen Zellen 
Je 7102 ⋅ Zellen wurden mit 200µg H. pylori Formalin-Lysat für 24h oder einer 
DOTAP/H. pylori-RNA Mischung für 2h inkubiert. Dazu wurde zuerst RNA aus 
H. pylori mithilfe von QIAzol und des RNeasy Mini Kit (Qiagen, Hilden, 
Deutschland) nach Angaben des Herstellers isoliert. Der DNase-Verdau erfolgte 
auf der Säule (Qiagen, Hilden, Deutschland). Je 200µg DOTAP (Roche, 
Mannheim, Deutschland) und 100µg H. pylori RNA wurden für 20Min bei 
Raumtemperatur vorinkubiert und anschließend für 2h auf die Dendritischen 
Zellen gegeben. Die Zellen wurden einmal mit PBS gewaschen, für weitere 24h 
inkubiert und danach geerntet.  
 
4.1.6 Tierexperimentelle Verfahren 
4.1.6.1 Adaption von H. pylori an Gerbils 
Das Patientenisolat Ca117 musste zuerst an die Mongolische Wüstenrennmaus 
adaptiert werden. Dazu wurden die Tiere intragastral infiziert, die Mägen nach 
zwei bis vier Wochen entnommen und auf WC Maus Platten ausgebracht. Im Falle 
einer erfolgreichen Reisolation wurde der Gerbil-adaptierte Stamm in Kultur 
genommen und für die weitere Verwendung bei –80°C e ingefroren. 
4.1.6.2 Infektion 
Die Infektion der Tiere erfolgte mit dem Gerbil-adaptierten H. pylori-Stamm 
Ca117G. Dazu wurden mehrere Platten 2-3 Tage alter H. pylori in Brucella-
Bouillon (BB) eingerührt. Mithilfe einer Analbeutelkanüle (Hauptner, Solingen, 
Deutschland) wurden jedem Gerbil intragastral 9101⋅  bis 10101⋅  KBE verabreicht. 
Die Keimzahlbestimmung erfolgte durch Ausplattieren verschiedener 
Verdünnungsstufen. Die Infektionen wurden drei- oder viermal im Abstand von 
zwei bis drei Tagen durchgeführt. 
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4.1.6.3 Intraperitoneale Injektion von CpG- bzw. GpG- Oligodeoxy-
nukleotiden 
Die beiden synthetischen Oligodeoxynukleotide (ODNs)  
CpG-ODN (5’-TGACTGTGAACGTTAGAGATGA-3’) und  
GpG-ODN (5’-TGACTGTGAAGGTTAGAGATGA-3’) wurden von Qiagen (Hilden, 
Deutschland) bezogen. Zur Verbesserung der in vivo-Stabilität wies das Rückgrat 
der beiden Oligos eine Modifikation mit Phosphorothioat auf. Dadurch wird die 
Resistenz gegen Nukleasen erhöht. Außerdem wird das ODN gegen Degradation 
stabilisiert und die Aufnahme durch Zellen gefördert (Krieg, 2002). Das 
einzelsträngige, lyophilisierte ODN wurde in sterilem Wasser resuspendiert, 
aliquotiert und bei -20°C eingefroren. 
4.1.6.4 Intranasale Verabreichung von H. pylori-Lysat mit CpG-ODN 
und/oder Cholera-Toxin 
Zur intranasalen Verabreichung von Lysat mit CpG-ODN und/oder Cholera-Toxin 
(Sigma, Schnelldorf, Deutschland) wurden die Gerbils in eine kurze 
Inhalationsnarkose mit Enfluran (Abbott, Wiesbaden, Deutschland) versetzt. In 
dieser Zeit wurde den Tieren 10µg unbearbeitetes Ca117G-Lysat, 10µg CpG-ODN 
und/oder 1µg Cholera-Toxin jeweils in beide Nasenlöcher mit einer Pipette 
verabreicht. Die Gerbils kamen kurz danach wieder zu Bewusstsein. 
4.1.6.5 Intraperitoneale Injektion von gepulsten Dendritischen Zellen 
Die intraperitoneale Injektion von 6102 ⋅  gepulsten Dendritischen Zellen pro Tier 
erfolgte zwei Mal im Abstand von einer Woche. 
4.1.6.6 Immunisierung in die Schwanzwurzel 
Zur Analyse der in vitro Restimulierbarkeit von T-Zellen durch Dendritische Zellen 
wurde Gerbils je 200µg unbearbeitetes Ca117G-Lysat in die Schwanzwurzel 
injiziert. Diese Methode erforderte eine vorhergehende Kurzzeitbetäubung mit 
einer Kombination aus Ketamin (Inreasa, Freiburg, Deutschland) und Vetranquil 
(Bayer, Leverkusen, Deutschland). 
4.1.6.7 Blut- und Organentnahme 
Zum Zeitpunkt der Organentnahme erhielten die Tiere eine intraperitoneale 
Injektion mit 0,1ml Narcoren (Wirkstoff: Pentobarbital-Natrium, Merial GmbH, 
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Hallbergmoos, Deutschland). Nach dem Aussetzen der Atmung wurde zuerst die 
Haut und dann das Peritoneum eröffnet. Durch die freiliegende Bauchhöhle 
konnte der Thorax durch das Entfernen des Sternums und eines Großteils der 
Rippen freigelegt werden. Aus dem Herz wurde mit einer 2ml Spritze Blut 
entnommen. Der Magen wurde an Oesophagus und Übergang zum Duodenum 
durchtrennt und entlang der großen Kurvatur geöffnet. Reste vom Mageninhalt 
und Haare wurden mit PBS abgespült. Ein etwa 0,2cm breiter Längsstreifen wurde 
zur histologischen Beurteilung in eine Einbettkassette eingelegt, ein weiterer 
Streifen zur späteren RNA-Isolation in RNA Later (Qiagen, Hilden, Germany) 
eingelegt und ein Streifen zum H. pylori-Nachweis durch Nested-PCR verwendet. 
Der Rest des Magens wurde bei durchgeführtem Anzuchtversuch in Portagerm 
pylori (Bio-Merieux, Nürtingen, Deutschland) überführt. 
 
4.1.7 Serumgewinnung 
Zur Gewinnung von Serum wurde das Blut für einige Stunden bei 
Raumtemperatur inkubiert und danach mit 1000g abzentrifugiert (Eppendorf 
Centrifuge 5415R, Wessling-Berzdorf, Deutschland). Das Serum wurde vorsichtig 
abgenommen und bis zur Bestimmung der Antikörpertiter bei –20°C gelagert. 
 
4.1.8 Splenozytenpräparation 
Die Milzen wurden möglichst steril entnommen, mit dem Stempel einer 5ml Spritze 
auf einem 70µm Nylonfilter (BD, Heidelberg, Deutschland) zerrieben und mit 5ml 
Splenozytenmedium pro Milz aufgenommen. Die Zellen wurden 5min bei RT mit 
260g zentrifugiert (Eppendorf Centrifuge 5804 R, Wessling-Berzdorf, 
Deutschland). Danach wurden sie in 5ml ACK-RBC Hämolysepuffer (siehe 4.4 
Puffer und Lösungen) pro Milz resuspendiert und für fünf Minuten bei 
Raumtemperatur inkubiert. Danach wurden sie wie vorher beschrieben pelletiert. 
Der Überstand wurde verworfen, die Zellen in 5ml Splenozytenmedium pro Milz 
resuspendiert und anschließend nochmals zentrifugiert. Dieser Waschschritt 
wurde zweimal wiederholt und die Zellen schließlich in 4ml Splenozytenmedium 
pro Milz aufgenommen. Die Zellen wurden mit einer Neubauer improved-
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Zählkammer (VWR, Nürnberg, Deutschland) ausgezählt und auf eine Zellzahl von 
2⋅106 Zellen pro ml eingestellt. 
 
4.1.9 Nachweis von  H. pylori durch Nested-PCR 
Die Magenproben für die PCR wurden bis zur Verwendung bei –20°C gelagert. 
Der Nachweis von H. pylori erfolgte durch eine Nested-PCR im LightCycler® 
(Roche Diagnostics, Mannheim). Um einen charakteristischen Bereich innerhalb 
des Urease A-Gens nachzuweisen, wurden die in Tabelle 1 abgebildeten Primer-
Pärchen HP-1 und HP-2  als äußere Primer, als innere Primer HP-3 und HP-4 
eingesetzt (Bulajic et al., 2002). Alle Reaktionen erfolgten unter standardisierten 
Amplifikationsbedingungen (siehe LightCycler® FastStart DNA Master 
Hybridization Probes Booklet, Roche Diagnostics). Die Extraktion der DNA mit 
dem DNeasy Tissue Kit von Qiagen (Hilden) sowie die PCR’s wurden zur 
Vermeidung von Kreuzkontaminationen freundlicherweise von der PCR-Abteilung 
des Instituts für Medizinische Mikrobiologie und Hygiene des Universitätsklinikums 
Regensburg durchgeführt. 
 
Äußere Primer 
(Amplicons 361-780 in 
GenBank X17079) 
 
Größe 
(bp) 
HP-1 5’-GCC AAT GGT AAA TTA GTT-3’  
HP-2 5’-CTC CTT AAT TGT TTTTAC-3’ 420 
Innere Primer 
(Amplicons 459-655 in 
GenBank X17079) 
  
HP-3 5’-GGC GAC AGA CCG GTT CAA ATC GG-3’  
HP-4 5’-GCG TTA AAT CCA AAG ATT CT-3’ 197 
 
Tabelle 1: Verwendete Primer zum Nachweis des H. pylori Urease-Gens 
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4.1.10 Histologie 
Die in Einbettkassetten fixierten Magenstreifen wurden für den Transport sofort in 
ein vierprozentiges Formalinbad eingelegt. In einer aufsteigenden Alkoholreihe 
erfolgte die Entwässerung der Proben, nach Überführung in Xylol wurden sie in 
Paraffin eingebettet und schließlich mit Hämatoxylin-Eosin (HE) gefärbt. 
Entwässern, Schneiden und Färben wurden freundlicherweise vom Institut für 
Pathologie des Universitätsklinikums Regensburg durchgeführt. Die Aufnahmen 
der Fotos erfolgten mit einem LEICA DMLB (Olympus, Hamburg, Deutschland) in 
100- und 200facher Vergrößerung. 
4.1.11 Reisolation von H. pylori zur Feststellung der Kolonisierungsdichte im 
Magen 
Zur Festellung der Kolonisierungsdichte wurde der restliche Magen aus dem 
Portagerm pylori in PBS überführt. Dort wurde er mithilfe eines Pistills (Roth, 
Karlsruhe, Deutschland) homogenisiert und je 100µl unverdünnt und in einer 1:10 
Verdünnung auf Reisolationsplatten ausplattiert. Diese Reisolationsplatten 
enthielten eine spezielle Antibiotikamischung (siehe 4.4 Puffer und Lösungen) zur 
Unterdrückung der Normalflora des Magens und wurden drei bis acht Tage 
inkubiert. Da ein einzelnes Auszählen der Kolonien nicht möglich war, wurde die 
Koloniebildung in Kategorien eingeteilt. 
0: Keine Kolonien 
1: Vereinzeltes Wachstum 
2: Zahlreiche Kolonien 
3: Bakterienrasen 
 
4.1.12 Bestimmung des isotypenspezifischen Antikörpertiters 
Mittelstark bindende ELISA-Platten mit F-Form wurden mit 2µg/ml H. pylori-Lysat 
des Stamms Ca117G in Carbonatpuffer beschickt und über Nacht bei 4°C 
inkubiert. Anschließend wurden die Platten dreimal mit Waschpuffer (PBS, 0,05% 
Tween-20) gewaschen und 1h bei 37°C mit Blocklösung  (PBS, 3% FKS, 2% 
Tween-20) inkubiert. Anschließend wurden die zuvor eingefrorenen Gerbil-Sera 
verdünnt in Blocklösung aufgebracht und 2h bei 37°C  inkubiert. Nach fünf weiteren 
Waschschritten wurde der Antikörper HRP konjugiertes Hase Anti-Gerbil IgG h+l 
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(ICL, Newberg, USA) in einer 1:2000 Verdünnung in Blocklösung zugegeben und 
für 1h bei 37°C inkubiert. 
Nach fünf weiteren Waschschritten erfolgte durch Zugabe des Enzymsubstrats 
o-Phenyldiamin (PharMingen, San Diego, USA) die Farbreaktion. Nach 
12 Minuten wurde diese durch Zugabe von 1M Schwefelsäure gestoppt und die 
Absorption bei 450nm mit einem ELISA Reader (Bio-Rad, München, Deutschland) 
bestimmt. 
 
4.1.13 Quantitative PCR 
Die Isolation von RNA erfolgte nach Anleitung des Herstellers mithilfe des RNeasy 
Mini Kits (Qiagen, Hilden, Deustchland) und QIA Shredders (Qiagen, Hilden, 
Deutschland). Die erhaltene RNA wurde mit DNase (Sigma, Schnelldorf, 
Deutschland) behandelt und revers transkribiert mit Reverse Transcriptase Core 
Kit (Eurogentec, Köln, Deutschland). Zur Durchführung der quantitativen 
TaqMan® PCR wurden Oligonukleotid Primer  und speziell markierte Sonden 
verwendet (Metabion, Planegg-Martinsried, Deutschland und Eurogentec, Köln, 
Deutschland). Die Sonden waren 5’ mit dem Fluoreszenzmarker FAM (6-
Carboxyfluorescein) und am 3’ Ende mit dem Quencher TAMRA (6-
Carboxytetramethyl-Rhodamin) markiert. Der PCR-Ansatz wurde mit dem qPCR 
Core Kit (Eurogentec, Köln, Deutschland) angesetzt. Die PCR bestand aus einem 
initialen Denaturierungsschritt bei 95°C für 10 Min uten gefolgt von 45 Zyklen bei 
95°C für 15 Sekunden und anschließend 1 Minute bei 60°C.  
Um eine quantitative Auswertung zu ermöglichen, wurde die Expression des 
gesuchten Gens anhand eines klonierten Plasmid-Standards kalibriert. Dieser 
wurde zuvor durch Messung der optischen Dichte auf eine bestimmte Anzahl 
DNA-Kopien/ml eingestellt. Danach wurden alle Magen-Proben anhand des 
konstitutiv exprimierten Haushaltsgens HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase) normalisiert. Für Zellkulturversuche galt das nicht, da hier bereits 
eine definierte Zellzahl eingesetzt wurde. 
Das Design vom Primern und Sonden wurde anhand vorhandener 
Sequenzinformationen in der Gen Bank mithilfe der Software Primer Express (ABI, 
Foster City, USA) durchgeführt. Im Falle nicht vorhandener Sequenzen mussten 
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die entsprechenden Gene erst kloniert werden (siehe: 4.1.3 Klonierung von Gerbil 
Genen). 
 
 
TaqMan® Primer 5’ 
TaqMan® Primer 3’ 
TaqMan® Sonde 
(5’ FAM, 3’ TAMRA) 
CD11c TCTGTGGACATGGATGGAGATG 
GGGTCTGCCCGTAGTAATGG 
CACTGACCTGGTCCTGATCGGT 
CD14 AGGACTGATCTCCGCTCTCTGT 
GCGTTGCGCAGTGCTAAAA 
CCAACAAGTTTCCGGCACTCCA 
CD80 CGCCTCTCAGGCTCATTCAT 
CCAATACCTGAAGACATTCGAAAGA 
TCTTTGTGCTGCTGGTTGCT 
CD83 AAGCCTGGACTCAAAATACTGCAT 
ACCCGCTCGCAGGAAAG 
TTGTCCAGGCACACTCGCTCA 
CD86 TCCCAGACGCATCATGGAA 
GCGCCTGAGAGCGTGAAG 
TGGGAATCCTTCTGCTAGTGACG 
HPRT CCCAAAATGGTTAAGGTTGCA 
AACAAAGTCTGGCCTGTATCCAA 
CTTGCTGGTGAAAAGGACCCCTCGA 
IFN-γ GCCATCTGTCACCCAGAGTCA 
TTGCCACCTCCGAAGCA 
CCTAAGGAAGCGGAAAAGGAGTCGGTG 
IL-1β AGATCTCCCAGCAGCATTTCA 
CTTCTCCACAGCCACGATGA 
CAAGAGCTTCCGGCAGGTGGTATCG 
IL-4 CAGGGTGCTCCGCAAATTT 
GACCCCGGAGTTGTTCTTCA 
ACTTCCCACGAGAGGTGACTCCATGC 
IL-6 GGATCCAGGTCAAATAGTCTTTCC 
TCCGTCTGTGACTCCAGTTTCTC 
ACCCAACTTCCGAGGCGCTCCTAC 
IL-10 GCCCAGCAGAGGCGAGTAC 
GCATGTGGGTCTGGCTGACT 
CCGGAATGAGAGTAACTGCACCCA 
IL-12p35 AGCTGATGCAGGCTCTGAATC 
GGTCTCTTTCTGCCAGGTAAGG 
TAATGGGCAGACTGTGCCCCGG 
IL-12p40 CCTGAAATGTGAGGCAGCAA 
TCCTTTCCACCAGCCAAGAG 
TTACTCCGGGCGTTTCACGT 
IL-18 CCTGAAGATAATGGAGACCTGGAA 
TTTCGTATCACCGTGGCTGTAG 
CAGACAGCTTTGGCAGGCTTAGC 
iNOS TCTTGGTGAAAGTGGTGCTCTTT 
GACCCGGGAAGCCATGA 
CTTCCGTGCTGATGCGCAAG 
KC AGAGCATCCAGAGCTTGAAGGT 
CCATTCTTGAGAGTGGCTATGACTT 
ACGCCTCCAGGACCCCACTGC 
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MIF GATCGCCTGCGCATCAG 
CGTTGGCTGCGTTCATGTC 
CCGGACCGGATCTACATCAACTATT 
Mip-2 CACTCTCAAGAACGGTCAGGAA 
GGATCTTTCGGATGATTTTCTGAA 
TCTGTCTCAACCCCGAAAGCCC 
TNF GGTGATTGGCCCCCAAAGG 
GGCCATGGAGCTGATGATG 
AAGAGAAGTTCCCAAACGGCCTCC 
TLR2 CGTTTTGCTGGAGCCCATAG 
CATTATCTTGCGCAGTTTGCA 
AAGAAAGCCATCCCCCAGCGCTT 
TLR4 TGGTGAATGCTGAACAAATGAAA 
CATGTAGCATTCCTAAAATCCAACA 
TGCAACACCTATAGACCTGAAGGACTCCCTG 
TLR5 GGTGCCTGGAAGCCTTCAG 
CCACCACGATGAGTACAGTCTTG 
TACGCCCAGAGCCGGTGTCTGTC 
TLR9 GCATCTGAACCTCAAATGGAACT 
TGTGGCAAGGGAAGTGCAT 
CCTCCCATCGGCCTCAGCCC 
 
Tabelle 2: TaqMan® Primer und Sonden 
 
4.2 Statistische Auswertung 
Alle Resultate wurden mithilfe des Mann-Whitney-U-Tests unter Verwendung des 
SPSS Software-Pakets (SPSS Inc., Chicago, USA) auf statistische Signifikanz 
überprüft. 
 
4.3 Verwendete Software 
Nukleotid- und Aminosäuresequenzen wurden mit dem Programm GeneRunner 
v3.05 (Hastings Software) bearbeitet und ausgewertet. Die Durchführung von 
Multiple Sequence Alignments erfolgte mit BioEdit (programmiert von Tom Hall).  
Die Auswertung von ELISA-Daten erfolgte mit Excel (Microsoft Corp., 
Unterschleißheim, Deutschland). 
Betrachtung und Bearbeitung von konfokalen Fluoreszenzaufnahmen wurden mit 
Zeiss LSM Image Browser v3.2.0.115 durchgeführt. 
Das Design von TaqMan® Primern und Sonden erfolgte mit der Software Primer 
Express® (ABI, Foster City, USA). Die Auswertung der TaqMan®-PCR wurde mit 
ABI Prism 7000 SDS Software (ABI, Foster City, USA) durchgeführt. 
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Die Überprüfung der statistischen Signifikanz der experimentellen Ergebnisse 
erfolgte mit dem SPSS Software-Paket (SPSS Inc., Chicago, USA). 
Die graphische Darstellung der experimentellen Daten wurde mithilfe von 
SigmaPlot 8.0 (SPSS Inc., Chicago, USA) durchgeführt. 
Die Präsentation von Fotos erfolgte mit Photoshop CS2 (Adobe Systems Inc., 
München, Deutschland). Abbildungen wurden mithilfe von CorelDraw v12.0 (Corel 
Corporation, Ottawa, Kanada) erstellt. 
 
4.4 Puffer und Lösungen 
 
ACK-RBC 
Hämolysepuffer 
150mM NH4Cl 
1mM KHCO3 
0,1mM EDTA 
pH 7,2 – 7,4 
BB 
Brucella-Bouillon (Difco, Augsburg, Deutschland) 
nach Anleitung des Herstellers 
BB-FKS 
Brucella-Bouillon (BB) 
8% Fötales Kälberserum FKS (PAN Biotech, 
Aidenbach, Deutschland) 
Carbonatpuffer 
0,1M Carbonat Coating-Puffer  
nach Anleitung (Pharmingen, San Diego, USA) 
8,40g NaHCO3 
3,56g Na2CO3 
pH 9,5 
ad 1000ml H2O 
Dendritenmedium 
RPMI (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) 
5% FKS 
1% Pen/Strep 
Dent 
 
Helicobacter Selektiv-Supplement (Oxoid, Wesel, 
Deutschland) 
5mg Vancomycin 
2,5mg Trimethoprim 
2,5mg Cefsulodin 
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2,5mg Amphotericin B 
ad 500ml Medium 
Einfriermedium für 
H. pylori 
90% Fötales Kälberserum FKS 
10% Glycerin 
FKS 
Fötales Kälberserum (PAN Biotech, Aidenbach, 
Deutschland) 
30min bei 56°C hitzeinaktiviert 
HEK293T Zellen Medium 
DMEM (Invitrogen, Karlsruhe, Deutschland) 
10% FKS (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) 
1% Pen/Strep 
PBS
 
80g NaCl 
2g KCl 
14,2g Na2HPO4 x 2 H2O 
2g KH2PO4 
1,7g CaCl2 x 2 H2O 
1,3g MgCl2 x 6 H2O 
ad 1000ml H2O 
pH 7,0 – 7,7 
Penicillin/Streptomycin PAN, Aidenbach, Deutschland 
Reisolation 
125mg Vancomycin 
5mg Polymixin 
62,5mg Trimethoprim 
12,5mg Amphotericin B 
100mg Bacitracin 
ad 500ml Medium 
Splenozytenmedium 
RPMI 1640 (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) 
5% FKS (PAN Biotech, Aidenbach, Deutschland) 
20mM HEPES 
WC-Dent 
Wilkins-Chalgren-Agar (Oxoid, Basingstoke, England) 
nach Anleitung des Herstellers 
0,4g KNO3 
10% lysiertes Pferdeblut 
ad 1000ml H2O 
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WC-Maus 
WC-Agar mit 
125mg Vancomycin 
5mg Polymixin 
62,5mg Trimethoprim 
12,5mg Amphotericin B 
100mg Bacitracin 
ad 500ml Medium 
 
Tabelle 3: Zusammensetzung der verwendeten Puffer, Lösungen und Nährböden 
 
4.5  Reagenzien und Material 
 
4.5.1 Reagenzien 
Es wurden laborübliche Chemikalien von Merck (Darmstadt) oder Sigma-Aldrich 
(Deisenhofen) in p. a. Qualität verwendet. 
4.5.2 Material 
Kanülen, Spritzen Becton Dickinson (BD) Falcon, Heidelberg, Deutschland 
70µm Zellsieb BD Falcon, Heidelberg, Deutschland 
0,2µm Sterilfilter Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Zellkulturschalen und 
Flaschen für Zellkultur 
BD, Falcon, Heidelberg, Deutschland 
96-Well-ELISA-Platte 
F-Form, mittlere 
Bindungskapazität 
Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Einbettkassetten Kabe Labortechnik, Nürnbrecht-Elsenroth, Deutschland 
Neubauer improved-
Zählkammer 
VWR, Nürnberg, Deutschland 
 
Tabelle 4: Verwendetes Material 
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4.6 Versuchsaufbau 
 
4.6.1 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch Injektion 
von immunstimulatorischen CpG- oder GpG-Oligodeoxynukleotiden 
Insgesamt 36 Gerbils wurden zu 4 Gruppen aufgeteilt: 
(1) BB + PBS i.p. 
(2) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + PBS i.p. 
(3) Infektion mit HP Stamm Ca117G + CpG i.p. 
(4) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + GpG i.p. 
Der ersten Gruppe wurde eine intraperitoneale Injektion mit PBS verabreicht und 
intragastral Brucella-Buillon (BB). Diese Tiere dienten als Kontrollgruppe, sowohl 
für die Infektion mit H. pylori als auch für die Injektion von Oligodeoxynukleotiden 
(ODN). Die zweite Gruppe erhielt ebenfalls eine Injektion mit PBS, diesmal wurden 
die Tiere allerdings mit dem Gerbil-adaptierten H. pylori Stamm Ca117G infiziert. 
Der dritten Gruppe wurde eine intraperitoneale Injektion mit jeweils 50µg CpG-
ODN verabreicht, auch diese Tiere wurden infiziert. Der vierten und letzten 
Gruppe wurde das suppressive GpG-ODN injiziert, welches sich nur in einer Base 
zum CpG-ODN unterscheidet. Diese Gerbils wurden ebenfalls mit H.pylori infiziert. 
Der zeitliche Ablauf gestaltete sich wie folgt: 
 
 
 
Die intraperitonealen Injektionen der ODNs wurden über einen Zeitraum von vier 
Wochen wöchentlich verabreicht. Dazwischen erfolgte die Infektion der Tiere mit 
dem Gerbil-adaptierten H. pylori Stamm Ca117G. Das Experiment wurde nach 
vier Wochen Infektionsdauer beendet und drei Mal zu unterschiedlichen 
Zeitpunkten und voneinander unabhängig durchgeführt. 
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4.6.2 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
Insgesamt 48 Tiere wurden zu Beginn in 2 Großgruppen aufgeteilt: Eine Hälfte der 
Tiere wurde der H. pylori Infektion für vier Wochen ausgesetzt, die andere acht 
Wochen. 
Innerhalb dieser Aufteilung wurden fünf verschiedene Gruppen zusammengestellt: 
(1) BB + PBS i.n. 
(2) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + PBS i.n. 
(3) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + Lysat/CpG i.n. 
(4) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + Lysat/CT i.n. 
(5) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + Lysat/CpG/CT i.n. 
Der ersten Gruppe wurde PBS intranasal verabreicht und intragastral Brucella-
Buillon (BB). Diese Tiere dienten als Kontrollgruppe, sowohl für die Infektion mit 
H. pylori als auch für die Verabreichung der verschiedenen 
Immunisierungsstrategien. Die zweite Gruppe erhielt ebenfalls PBS intranasal, 
diesmal wurden die Tiere allerdings mit dem Gerbil-adaptierten H. pylori Stamm 
Ca117G infiziert. Der dritten Gruppe wurde intranasal eine Kombination aus 10µg 
H. pylori Lysat und 10µg CpG-ODNs verabreicht, auch diese Tiere wurden 
infiziert. Die vierte Gruppe erhielt eine ähnliche Zusammenstellung wie Gruppe 3, 
nur wurde das zuvor verwendete CpG-ODN durch 1µg Cholera-Toxin ersetzt. Der 
fünften und letzten Gruppe wurde intranasal eine Kombination aus H. pylori Lysat, 
CpG-ODNs und Cholera-Toxin verabreicht. Diese Gerbils wurden ebenfalls mit 
H. pylori infiziert. 
Der zeitliche Ablauf gestaltete sich wie folgt: 
 
 
 
Die intranasale Verabreichung der Immunisierung wurde über einen Zeitraum von 
fünf Wochen wöchentlich durchgeführt. Danach erfolgte die Infektion der Tiere mit 
dem Gerbil-adaptierten H. pylori Stamm Ca117G. Der Versuch wurde jeweils nach 
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vier und acht Wochen Wochen Infektionsdauer beendet und für diese beiden 
Zeitpunkte jeweils zwei Mal zu unterschiedlichen Zeitpunkten und voneinander 
unabhängig durchgeführt. 
 
4.6.3 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
Immunisierung mit gepulsten Dendritischen Zellen 
Insgesamt 30 Gerbils wurden zu 5 Gruppen mit jeweils 6 Tieren aufgeteilt: 
(1) BB + PBS i.p. 
(2) BB + DCs i.p. 
(3) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + DCs i.p. 
(4) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + DCs Lysat i.p. 
(5) Infektion mit Hp Stamm Ca117G + DCs RNA i.p. 
Der ersten Gruppe wurde eine intraperitoneale Injektion mit PBS verabreicht und 
intragastral Brucella-Buillon (BB). Diese Tiere dienten als Kontrollgruppe, sowohl 
für die Infektion mit H. pylori als auch für die Injektion von Dendritischen Zellen. 
Die zweite Gruppe erhielt eine intraperitoneale Injektion von 6102 ⋅  ungepulsten 
Dendritschen Zellen pro Gerbil, die Tiere wurden nicht infiziert. Der dritten Gruppe 
wurde ebenfalls eine intraperitoneale Injektion mit ungepulsten Dendritischen 
Zellen verabreicht, diese Tiere wurden allerdings zusätzlich mit dem Gerbil-
adaptierten H. pylori Stamm Ca117G infiziert. Die vierte Gruppe erhielt eine 
Injektion mit Dendritischen Zellen, die zuvor in vitro mit Formalin-fixiertem H. pylori 
Lysat gepulst wurden. Auch diese Tiere wurden infiziert. Der fünften und letzten 
Gruppe wurde eine intraperitoneale Injektion mit Dendritschen Zellen verabreicht, 
die zuvor in vitro mit RNA aus H. pylori gepulst wurden. Diese Gerbils wurden 
ebenfalls mit H. pylori infiziert. 
Der zeitliche Ablauf gestaltete sich wie folgt: 
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Die intraperitoneale Verabreichung der Dendritischen Zellen erfolgte zweimal im 
Abstand von einer Woche. Danach wurden die Tiere mit dem Gerbil-adaptierten 
H. pylori Stamm Ca117G infiziert. Der Versuch wurde nach vier Wochen 
Infektionsdauer beendet und zwei Mal zu unterschiedlichen Zeitpunkten und 
voneinander unabhängig durchgeführt. 
 
Ergebnisse  59 
 
5 Ergebnisse 
5.1 Klonierung von Gerbil-Genen und Etablierung einer 
immunologischen Analysemethode durch quantitative PCR 
 
Zur umfassenden Analyse immunologisch wichtiger Parameter von Meriones 
unguiculatus (Mongolische Wüstenrennmaus) sollten verschiedene Faktoren 
untersucht werden, darunter vor allem Zytokine, aber auch Chemokine, Toll-like 
Rezeptoren und Oberflächenmoleküle von Dendritischen Zellen. Da die 
Untersuchung der Immunparameter möglichst am Ort der Infektion mit H. pylori 
erfolgen sollte, also im Magengewebe, wurde die quantitative PCR als 
Analysemethode gewählt. Dazu sind jedoch spezifische DNA-
Sequenzinformationen nötig, die zum Zeitpunkt dieser Arbeit für Gerbils nur 
vereinzelt vorhanden waren. 
 
5.1.1  Klonierung bereits veröffentlichter Gerbil-Sequenzen 
Vereinzelte Gerbil-Sequenzen waren bereits im Datenbanksystem GenBank® 
veröffentlicht, z.B. IFN-γ und HPRT. Anhand dieser Informationen konnte 
umgehend ein 3’- und 5’-Primer-Pärchen angesetzt werden, das den kodierenden 
Bereich des Gens umfasste. Hierbei kam es immer zu einer sehr spezifischen 
Amplifikation, in manchen Fällen konnte aber mithilfe einer Sequenzierung für 
einzelne Basen eine Abweichung der veröffentlichten Information mit den 
erhaltenen Sequenzen festgestellt werden. Diese Unterschiede sind mit den 
Besonderheiten der verwendeten Gerbils erklärbar, da es sich um genetisch 
variable Auszucht-Tiere handelt.   
 
5.1.2 Klonierung von Gerbil-Sequenzen mithilfe veröffentlichter 
Sequenzinformationen anderer Tierarten 
In vielen Fällen waren keine spezifischen Gerbil-Sequenzen verfügbar, meist 
allerdings von anderen (Tier-)Arten, z.B. Maus und alle Arten von Nagetieren, 
Mensch und auch andere Säugetiere. Mit diesen Informationen war es dann oft 
möglich, durch einen Sequenzvergleich konservierte DNA-Bereiche zu 
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identifizieren, die zur Erstellung eines Primer-Pärchens geeignet waren. Dabei 
wurde der nicht-kodierende Bereich außerhalb des Leserasters bevorzugt, um 
möglichst vollständige Sequenzinformation über den kodierenden Bereich 
innerhalb zu erhalten. In manchen Fällen führte das allerdings nicht zum Erfolg, 
weshalb der Primer dann möglichst nahe am Anfang und Ende des Gens 
angesetzt wurde. Mithilfe einer „Cross-species PCR“ (Mai et al., 1994) konnten 
dann die gewünschten Gerbil-Gene amplifiziert werden. Besonders hilfreich für 
den Sequenzvergleich waren Informationen über Nagetiere, insbesondere Mus 
musculus (Hausmaus), da durch das „Mouse Genome Project“ das vollständige 
Genom verfügbar ist. Zwischen Maus und Gerbil konnte ein großer 
Homologiegrad festgestellt werden (z.B. 81% für IL-6), der allerdings abhängig 
vom jeweiligen Gen auch stark schwanken konnte. Für den Erhalt eines PCR-
Amplifikationsprodukts reichte das jedoch meistens aus. 
 
 
Abbildung 4: Sequenzvergleich von IL-6 mit verschiedenen (Tier-)Arten zur Analyse 
homologer Abschnitte 
Mithilfe der Software BioEdit© konnten bereits existierende Sequenzinformationen aus dem 
Datenbanksystem GenBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) so angeordnet werden, dass 
es in vielen Fällen möglich war, ein 3’- und 5’-Primer-Pärchen zur Durchführung einer „Cross-
species-PCR“ zu erhalten. Im gezeigten Sequenzbeispiel für IL-6 wurde die später erhaltene 
Gerbil-Sequenz zur besseren Vergleichbarkeit mit eingefügt. Zum Zeitpunkt der Durchführung 
dieser Arbeit war diese Information nicht verfügbar.  
 
Das Prinzip der „Cross-species PCR“ beruht auf der Begünstigung von Primer-
Fehlpaarungen durch eine niedrige Annealing-Temperatur von bis zu 30°C. 
Dadurch können auch solche Primer binden, die keine vollständige Sequenz-
Übereinstimmung aufweisen. Allerdings kommt es dadurch auch zur vermehrten 
Amplifikation von nicht-spezifischen Nebenprodukten. Durch eine Aufreinigung der 
Banden im jeweiligen Größenbereich mit einem Agarose-Gel und einer 
anschließenden Reamplifikation mit denselben Primern, wurde jedoch in fast allen 
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Fällen ein korrektes PCR-Produkt erhalten. Zur Abklärung eventuell vorhandener 
Sequenz-Unterschiede wurden von mindestens drei parallelen Ansätzen 
Sequenzierungen durchgeführt. 
 
5.1.3 Klonierung weitgehend unbekannter Sequenzabschnitte 
Die bisher genannten Klonierungsmethoden führten insbesondere bei Zytokinen 
und Chemokinen zum Erfolg. Bei Toll-like Rezeptoren und Oberflächenmolekülen 
von Dendritischen Zellen waren jedoch meist zu wenig veröffentlichte 
Sequenzinformationen verfügbar. Es konnte dann z.B. nur ein einzelner 
homologer Bereich identifiziert werden oder das erhaltene Teilstück war für einen 
Einsatz in der quantitativen PCR zu kurz. 
In diesen Fällen kam eine kombinierte RACE-PCR zum Einsatz (Gaucher et al., 
2001). Hierbei waren drei verschiedene Primer notwendig: Ein (dT)17-Ankerprimer  
(5’-GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTTTTV-3’), ein  
Adaptorprimer (5’-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3’) und ein durch 
Homologievergleich identifizierter sequenzspezifischer Primer.  
 
 
Abbildung 5: Klonierung weitgehend unbekannter Sequenzabschnitte mithilfe einer 
kombinierten RACE-PCR 
Mithilfe einer kombinierten RACE-PCR konnten auch in schwierigen Fällen verwertbare Gerbil-
Sequenzen amplifiziert werden. Zuerst wurde eine cDNA-Synthese mit einem (dT)17-Ankerprimer 
durchgeführt. Dieser Primer kann an den Poly-A-Schwanz der RNA binden. Durch die 
RNase H-Aktivität der Reversen Transkriptase kommt es zu einer Degradation der mRNA. In einer 
anschließenden PCR-Reaktion werden der Adaptorprimer und ein sequenzspezifischer Primer 
verwendet. Der spezifische Primer wurde zuvor über einen Homologievergleich in einer möglichst 
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konservierten Region angesetzt. Bei dieser Methode kommt es zur Amplifikation von sehr viel 
unspezifischen Nebenprodukten, wodurch mehrere Reinigungsschritte mit einem Agarose-Gel 
notwendig werden. Die erhaltenen Sequenzinformationen kann man dann für die quantitative 
TaqMan® PCR weiter verwenden. 
 
Mit dieser Methode kam es zu einer Vielzahl an unspezifischen 
Amplifikationsprodukten. Die sehr diffusen Banden wurden dann nur anhand der 
zuvor abgeschätzten Größe aus einem Agarose-Gel aufgereinigt. Anschließend 
erfolgte eine Amplifikation mit dem Adaptorprimer und dem sequenzspezifischen 
Primer. Eine erneute Gelaufreinigung und Reamplifikation war in allen Fällen 
notwenig. In fast allen Fällen konnten sequenzierbare Produkte amplifiziert 
werden, deren Identität durch einen Vergleich mit bereits bekannten Sequenzen 
anderer (Tier-)Arten bestätigt werden konnte. Die erhaltenen Produkte wurden 
nicht weiter verwendet, aber aufgrund dieser Sequenzinformationen konnte dann 
ein Gerbil-spezifisches Primer-Pärchen angesetzt werden, das zur Amplifikation 
des gesuchten Gens führte. 
Bei allen verwendeten PCR-Methoden wurden die amplifizierten Gerbil-Gene 
anschließend in einen Vektor subkloniert und sequenziert. Mit diesen Sequenzen 
konnte die Erstellung von Primern und Sonden für eine TaqMan®-PCR 
durchgeführt werden. Außerdem wurden die Klonierungsprodukte zur Herstellung 
eines Plasmid-Standards verwendet. Dieser wird bei einer quantitativen PCR 
gebraucht, um die Anzahl der gemessenen Gen-Kopien mit einem vorgegebenen 
Standard vergleichen zu können. Durch die Anwendung der verschiedenen PCR-
Methoden konnten insgesamt 26 verschiedene TaqMan®-Systeme etabliert 
werden. 
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5.2 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
immunstimulatorische Oligodeoxynukleotide (ODNs) 
 
5.2.1 Wirkungsweise von CpG- oder GpG-ODNs im Gerbil-Tiermodell 
Eine Infektion mit H. pylori führt zu einer Th1-geprägten Reaktion des 
Immunsystems, die aber nicht in der Lage ist, das Bakterium zu eradizieren. Durch 
verschiedene immunstimulatorische Substanzen kann die Immunantwort 
verändert werden. CpG-ODNs (kurze, einzelsträngige Oligodeoxynukleotide mit 
GC-reicher Sequenzabfolge) sind für ihre Th1-induzierende Wirkung bekannt (Shi 
et al., 2005; Taylor et al., 2008). Der Austausch von nur einer Base (G statt C) 
führte in verschiedenen Arbeiten zu einer Inhibition von Th1-Zellen bei 
Autoimmunerkrankungen (Ho et al., 2003; Ho et al., 2005). Die Wirkung dieser 
beiden gegensätzlichen ODNs auf die Infektion mit H. pylori könnte also beim 
Einsatz von CpGs in einer möglichen Verstärkung der Th1-Immunantwort liegen, 
bzw. einer möglichen Suppression durch GpGs. Um den Einfluss der ODNs im 
Gerbil überprüfen zu können, musste allerdings vorher untersucht werden, ob die 
für das Mausmodell entwickelten Sequenzabfolgen der ODNs auch im Gerbil 
Wirkung zeigen. 
Dazu wurden naive Gerbil-Splenozyten (d.h. Milzzellen aus Gerbils, die bisher 
noch keinen Kontakt mit H. pylori hatten) in Kultur genommen und mit 
verschiedenen Konzentrationen und Kombinationen von CpG- und GpG-
Oligodeoxynukleotiden stimuliert. Das Splenozyten-Modell ist eine einfache und 
zuverlässige Methode, um den Einfluss von lebenden Bakterien, bakteriellen 
Bestandteilen oder auch einzelner stimulatorischer Substanzen auf die Aktivierung 
des zellulären Zweiges des Immunsystems zu untersuchen (Deml et al., 2004).  
Zur Analyse der Immunantwort diente stellvertretend die Untersuchung des 
proinflammatorischen Zytokins IL-6, das sich durch seine starke Expression nach 
einer Stimulation mit CpG-ODNs auszeichnet (Klinman et al., 1996; Wattrang et 
al., 2005; Liu et al., 2008b; Patel et al., 2008). 
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Abbildung 6: RNA-Expression von IL-6 im Gerbil-Tiermodell nach Stimulation mit CpG- oder 
GpG-Oligodeoxynukleotiden (ODNs) 
Um die Stimulationsfähigkeit der für das Maus-Tiermodell optimierten Oligodeoxynukleotid-
Sequenzmotive im Gerbil zu überprüfen, wurden Gerbil-Splenozyten mit unterschiedlichen 
Konzentrationen und Kombinationen von CpG- und GpG-ODNs stimuliert und die RNA-Expression 
des proinflammatorischen Zytokins IL-6 mithilfe der TaqMan®-PCR gemessen. Das Splenozyten-
Modell stellt ein etabliertes System zur Analyse von zellulären Immunantworten dar. Zunächst 
wurden die Splenozyten mit PBS als Negativkontrolle und einer aufsteigenden Konzentration von 
CpG-ODNs stimuliert. Es konnte ein konzentrationsabhängiger Anstieg der RNA-Expression des 
proinflammatorischen Zytokins IL-6 beobachtet werden. Dann wurde das CpG-ODN bei einer 
konstanten Konzentration von 25µg/ml belassen, das GpG-ODN wurde in aufsteigender 
Konzentration hinzugefügt. Hierbei konnte eine konzentrationsabhängige Abnahme der IL-6-RNA-
Produktion beobachtet werden. Eine Stimulation mit GpG-ODN allein führte zu keiner signifikant 
erhöhten Expression des Zytokins. Die beiden im Mausmodell aktiven CpG- und GpG-ODNs 
konnten also auch im Gerbil-Splenozytenmodell in vitro die Induktion einer Th1-Immunantwort 
durch die Stimulation mit CpG-ODNs hervorrufen, und die Suppression dieser durch die Zugabe 
von GpG-ODNs. 
Abgebildet sind Mittelwerte mit zugehörigen Standardabweichungen; n=3 
   Expression IL-6 (RNA-Kopien/ml) 
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PBS wurde als Negativkontrolle verwendet und es zeigte sich im Rahmen der 
versuchsüblichen Schwankungen nur eine basale Expression von IL-6-RNA 
(Abbildung 6). Im ersten Versuchsteil führte die Zugabe einer ansteigenden 
Konzentration von CpG-ODNs zu einer gesteigerten Transkription von IL-6. Das 
CpG-ODN war also in der Lage, die RNA-Expression des proinflammatorischen 
Zytokins konzentrationsabhängig zu steigern. In einem zweiten Versuchsteil wurde 
die Konzentration von CpG-ODNs bei einer konstanten Konzentration von 25µg/ml 
belassen, das Th-1-suppressive GpG-ODN wurde jedoch zusätzlich in steigenden 
Konzentrationen hinzugegeben. Hier zeigte sich eine konzentrationsabhängige 
Abnahme der Expression von IL-6-RNA, das GpG-ODN konnte also die durch 
CpG-ODNs hervorgerufene RNA-Produktion inhibieren. Die Inkubation nur mit 
GpG-ODN führte im Rahmen der versuchsüblichen Schwankungen zu keiner 
verstärkten Transkription von IL-6. Die ODNs zeigten also im Gerbil Splenozyten-
Modell in vitro eine Verstärkung der RNA-Expression des proinflammatorischen 
Zytokins IL-6 durch CpG-ODN und eine suppressive Wirkung durch GpG-ODN. Im 
nächsten Schritt sollte nun untersucht werden, ob und inwieweit sich die durch 
H. pylori-induzierte Immunantwort im Gerbil-Infektionsmodell, also in vivo, durch 
die Verabreichung der beiden ODNs beeinflussen lässt. 
 
5.2.2 Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-
induzierte Immunantwort 
Durch den eben vorgestellten Vorversuch konnte die Wirksamkeit von CpG- und 
GpG-ODNs in vitro im Gerbil-Tiermodell nachgewiesen werden. Bisherige 
Arbeiten mit diesen beiden ODNs beschränkten sich allerdings auf Versuche an 
Mäusen (Ho et al., 2003; Ho et al., 2005). Dieses Tiermodell ist allerdings für die 
Untersuchung von H. pylori nur bedingt geeignet, da die Infektion bei Mäusen nur 
zu einer schwach ausgeprägten Gastritis führt (Rabelo-Goncalves et al., 2005). 
Bei Gerbils kommt es zu charakteristischen Entzündungsreaktionen im Magen 
(Osawa et al., 2001), weshalb die Wirkungsweise der beiden ODNs in einem 
Infektionsversuch mit diesem Tiermodell untersucht werden soll. 
Die Verabreichung der beiden ODNs sollte eine gegensätzliche Reaktion auf den 
Infektionsverlauf mit H. pylori ausüben. Das CpG-ODN hätte mit seiner Th1-
verstärkenden Wirkung zu einer stärkeren Ausprägung der durch das Bakterium 
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hervorgerufenen Immunantwort und damit möglicherweise auch zu einer 
Aggravation der Entzündungsreaktionen im Magen führen können. Das GpG-ODN 
könnte andererseits zu einer Suppression der Th1-Immunantwort beitragen und 
damit zu einer eventuell verminderten Gastritis. 
In verschiedenen Versuchsgruppen wurde die Verabreichung der beiden 
immunstimulatorischen CpG- oder GpG-ODNs untersucht. Dabei wurde eine 
intraperitoneale Injektion kurz vor, während und nach der Infektion mit H. pylori 
gewählt. Diese Verabreichungsform garantiert aufgrund der dort vorhandenen gut 
ausgeprägten Blutversorgung und zahlreicher vorhandener Immunzellen eine gute 
Verteilung und Wirksamkeit der injizierten Substanzen. 
 
Zeitlicher Ablauf: 
 
 
Gruppenaufteilung: 
Gruppe (1): BB + PBS i.p. => keine Infektion, keine Behandlung 
    (BB = Brucella-Bouillon: Medium für Infektion mit H. pylori) 
Gruppe (2): Infektion Hp + PBS i.p. => Infektion, keine Behandlung 
Gruppe (3): Infektion Hp + CpG i.p => Infektion + Behandlung mit CpG-ODN 
Gruppe (4): Infektion Hp + GpG i.p. => Infektion + Behandlung mit GpG-ODN 
 
Der zeitliche Versuchsablauf gestaltete sich wie folgt: Das CpG- oder GpG-ODN 
wurde insgesamt viermal intraperitoneal mit jeweils einer Injektion pro Woche 
verabreicht. Die beiden Kontrollgruppen (1, 2) erhielten nur eine Injektion mit PBS, 
Gruppe (2) wurde zusätzlich als Infektionskontrolle mit H. pylori infiziert. Die ODNs 
wurden einmal vor Infektion mit H. pylori, während und zwei Mal nach Infektion 
verabreicht. Das Experiment wurde nach vier Wochen Infektionsdauer beendet. 
Die Versuche wurden drei Mal zu unterschiedlichen Zeitpunkten und voneinander 
unabhängig durchgeführt. 
Die meisten in der Literatur mit Gerbils durchgeführten Infektionsexperimente mit 
H. pylori erstrecken sich über einen längeren Zeitraum, da es dadurch zu 
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ausgeprägten Entzündungsreaktionen im Magen kommt (Cao et al., 2007; 
Tatematsu et al., 2007; Jin et al., 2008; Kuo et al., 2008). Die Infektionsdauer von 
vier Wochen wurde in dieser Arbeit aufgrund der in der Arbeitsgruppe 
vorhandenen Erfahrungen mit einem Kurzzeitinfektionsmodell gewählt. Dabei 
kommt es mit dem hierfür verwendeten Bakterien-Stamm schon nach kurzer Zeit 
zu einer starken Immunreaktion und einer ausgeprägten Inflammation der 
Magenschleimhaut. 
 
5.2.2.1 Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-
induzierte Bildung spezifischer Antikörper 
Nach dem Einschläfern der Gerbils erfolgten zuerst die Blutentnahme aus dem 
Herzen und die Gewinnung des Serums. Die Bestimmung des H. pylori-
Antikörpertiters, genauer gesagt des Immunglobulins G, wurde mithilfe eines 
ELISA durchgeführt. Antikörper, sogenannte Immunglobuline, sind Proteine, die in 
Wirbeltieren als Reaktion auf Antigene gebildet werden. Es gibt verschiedene 
Klassen von Antikörpern, die sich sowohl in Struktur als auch zeitlichem Auftreten 
unterscheiden. Immunglobulin G wird erst in der Phase der adaptiven 
Immunantwort gebildet, bleibt dafür aber lange im Serum nachweisbar. Dieses 
Protein ist ein sehr guter Indikator für eine bereits länger andauernde oder 
durchgemachte Infektion. Der positive Nachweis von H. pylori Antikörpern 
korreliert in hohem Maße mit einer Keimbesiedlung des Magens (Moujaber et al., 
2008). Somit ist der Antikörpertiter neben seiner immunologischen Bedeutung 
auch ein guter Maßstab, um eine Kolonisierung mit H. pylori und damit auch die 
Effektivität der durchgeführten Infektionsexperimente zu überprüfen. 
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Abbildung 7: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
Bildung spezifischer Antikörper 
Die Bestimmung des Antikörpertiters, in diesem Fall von H. pylori-spezifischem Immunglobulin G, 
diente sowohl zur Analyse der durch das Bakterium induzierten Immunantwort, als auch zur 
Überprüfung der Infektionseffizienz. Dazu wurde ein ELISA verwendet. Während sich in der nicht-
infizierten Gruppe (1) eine unspezifische Reaktion von Immunglobulin G zeigte, konnte im 
Vergleich dazu in allen infizierten Gruppen (2, 3, 4) eine signifikante Erhöhung von H. pylori-
spezifischem Immunglobulin G nachgewiesen werden. Die Behandlung mit unterschiedlichen 
ODNs hatte auf die Ausprägung des IgG-Titers keinen Einfluss. 
* p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 
 
In Abbildung 7 wird der Einfluss einer Infektion mit H. pylori und der Injektion von 
CpG- oder GpG-ODNs auf den H. pylori-spezifischen Antikörpertiter gezeigt. In 
der nicht-infizierten Kontrollgruppe, die nur eine Injektion mit PBS erhielt (1), 
konnte eine unspezifische Bindung von IgG mit H. pylori Antigenen festgestellt 
werden. Im Vergleich dazu zeigte sich bei allen infizierten Gerbils (2, 3, 4) eine 
signifikant erhöhte Produktion von H. pylori-spezifischen Antikörpern. Diese 
Steigerung ist jedoch nur auf eine Infektion mit H. pylori zurückzuführen, die 
Behandlung mit unterschiedlichen ODNs spielte dabei keine Rolle. Sowohl die 
Injektion von CpG- (3) als auch GpG-ODNs (4) hatte keinen signifikanten Einfluss 
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auf die Ausprägung des H. pylori-spezifischen Antikörpertiters im Vergleich zur 
Infektionskontrolle (2). Eine Infektion mit H. pylori führte also zu einer gesteigerten 
Produktion von gegen das Bakterium gerichtetem Immunglobulin G, die durch die 
Verabreichung von ODNs nicht beeinflusst wurde. 
 
5.2.2.2 PCR-Nachweis von H. pylori-DNA im Magengewebe 
Nach der Blutentnahme zur Gewinnung des Serums wurde der Magen für die 
unterschiedlichen Untersuchungsmethoden präpariert. Ein Teil des Magens wurde 
für eine spätere DNA-Extraktion und den Nachweis von H. pylori durch eine 
quantitative PCR mittels LightCycler® verwendet. Dazu wurde mithilfe spezieller 
Primer ein charakteristischer Bereich innerhalb des Urease A-Gens amplifiziert. 
Urease ist ein für H. pylori essentielles Enzym, das aus den beiden Untereinheiten 
A und B besteht. Es ist in der Lage, Harnstoff unter anderem zu Ammoniak 
umzusetzen. Dadurch wird das extrem saure Milieu des Magens abgepuffert und 
dem Bakterium dadurch das Überleben und die Kolonisierung ermöglicht. Der 
Nachweis des Urease-Gens mithilfe einer LightCycler® PCR ist eine relativ 
einfache und sichere Methode, um auch im Gerbil die Präsenz von H. pylori im 
Magengewebe feststellen zu können. 
Die Amplifizierung des Urease-Gens ist eine am Institut für Hygiene und 
Medizinische Mikrobiologie etablierte Methode, um eine Infektion des Menschen 
mit H. pylori aus Biopsiematerial nachzuweisen (Bulajic et al., 2002). Diese 
Methode eignet sich nicht für einen quantitativen Vergleich der Bakterienlast, da 
keine Normalisierung mit einem Haushaltsgen, wie z.B. HPRT, vorgenommen 
wird. Sie eignet sich also lediglich als Kontrolle für den Erfolg der durchgeführten 
Infektionsexperimente. 
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BB 
+ 
PBS i.p. 
(1) 
Infektion Hp 
+ 
PBS i.p. 
(2) 
Infektion Hp 
+ 
CpG i.p. 
(3) 
Infektion Hp 
+ 
GpG i.p. 
(4) 
Gesamtanzahl Gerbils 9 9 9 9 
DNA-Nachweis positiv 0 9 9 9 
DNA-Nachweis negativ 9 0 0 0 
 
Tabelle 5: PCR-Nachweis von H. pylori-DNA im Magengewebe 
Der PCR-Nachweis von H.pylori-DNA im Magengewebe erfolgte durch die Amplifizierung eines 
charakteristischen Bereichs des Urease-Gens. Eine quantitative Bestimmung der Bakterienlast ist 
mit dieser Methode nicht möglich, es handelte sich lediglich um eine Kontrolle der 
Infektionseffizienz. Während in allen nicht-infizierten Gerbils keine DNA von H. pylori im 
Magengewebe festgestellt werden konnte, war sie bei allen infizierten Tieren nachweisbar. 
 
Wie in Tabelle 5 gezeigt, konnte in allen neun nicht-infizierten Kontrolltieren keine 
H. pylori-DNA im Magengewebe festgestellt werden, die im Gegensatz dazu in 
allen 27 infizierten Gerbils vorhanden war. Die durchgeführten Infektionen führten 
also immer zu einer erfolgreichen Kolonisierung des Magens. Somit eignet sich 
diese Methode auch für einen Nachweis von H. pylori-DNA im Gerbil-Tiermodell. 
 
5.2.2.3 Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-
induzierte Histopathologie des Magens 
Ein weiterer Streifen des Gerbil-Magens wurde zur  histologischen Auswertung 
verwendet. Nach der kurzfristigen Lagerung in einem vierprozentigen 
Formalinbad, erfolgte in einer aufsteigenden Alkoholreihe die Entwässerung der 
Proben, das Einbetten in Paraffin und eine Färbung mit Hämatoxylin-Eosin (HE). 
Diese Färbemethode dient der Unterscheidung verschiedener Gewebestrukturen 
im mikroskopischen Bild anhand von zwei verschiedenen Einzelfärbungen, 
wodurch krankhafte Veränderungen in Biopsien untersucht werden können. 
Histologisch lässt sich die Magenwand in fünf mehr oder weniger deutlich 
voneinander unterscheidbare Schichten einteilen. In Abbildung 8 ist der 
strukturelle Aufbau des Antrums im Säuger-Magen am Beispiel von Meriones 
unguiculatus gezeigt. 
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Abbildung 8: Struktureller Aufbau des Antrums im Säuger-Magen am Beispiel von Meriones 
unguiculatus (HE-Färbung) 
Histologische Merkmale des Magens: Die Magenwand besteht aus fünf Schichten, 
 a) Tunica mucosa 
  I) Lamina epithelialis mucosae 
  II) Lamina propria mucosae 
  III) Lamina muscularis mucosae 
 b) Tela submucosa 
 c) Tunica muscularis 
 
Die Tunica mucosa bildet die Mageninnenwand und ist der funktionell 
bedeutsamste Bereich. Sie ist in drei Schichten aufgeteilt: Das einschichtige 
Magenepithel, Lamina epithelialis mucosae, sezerniert einen sehr viskosen 
Schleim, der das Magengewebe vor Schädigung durch den sauren Magensaft 
schützt. Darunter liegt die Lamina propria mucosae, in welcher sich die 
Magendrüsen befinden, die von retikulärem Bindegewebe umgeben sind und 
dadurch gestützt werden. Entzündungszellen wie z.B. Lymphozyten oder 
Makrophagen können diese Bindegewebsschicht infiltrieren. Als Basis besitzt die 
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Tunica mucosa noch eine Schicht aus glatter Muskulatur, die Lamina muscularis 
mucosae. Unter der Tunica mucosa liegt die Tela submucosa, die v.a. aus 
lockerem Bindegewebe und zahlreichen Blut- und Lymphgefäßen besteht und in 
der auch Nervenzellen (Meißner-Plexus) vorhanden sind. Als fünfte und letzte 
Schicht ist hier die Tunica muscularis zu erwähnen, die aus glatter Muskulatur 
besteht. Wie die Submukosa ist auch die Tunica muscularis von Nervenzellen 
durchzogen (Auerbach-Plexus). 
Bei einer Infektion mit H. pylori kommt es zu stark ausgeprägten 
histopathologischen Veränderungen der Magenschleimhaut, wobei die durch das 
Bakterium hervorgerufenen Entzündungserscheinungen hautsächlich das Antrum 
betreffen (Galamb et al., 2008). Dies konnte anhand der in dieser Arbeit 
durchgeführten Experimente auch für den Gerbil-Magen bestätigt werden. In den 
histologischen Präparaten konnte nur in einigen wenigen Einzelfällen eine leichte 
Beteiligung des Korpus am Entzündungsgeschehen beobachtet werden und auch 
dann nur am Übergang zum Antrum. Das Entzündungsgeschehen spielte sich 
hauptsächlich im Antrum ab. 
 
Abbildung 9: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG- ODNs auf H. pylori-induzierte 
Entzündungserscheinungen im Magen (HE-Färbung) 
Gruppe (1): BB + PBS i.p. => Antrum, 100fache Vergrößerung 
Gruppe (2): Infektion Hp + PBS i.p. => Antrum, 100fache Vergrößerung 
 
1 2 
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Gruppe (3): Infektion Hp + CpG i.p. => 3a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 3b: Lymphfollikel, 
200fache Vergrößerung 
Gruppe (4): Infektion Hp + GpG i.p. => 4a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 3b: Lymphfollikel, 
200fache Vergrößerung 
 
In der nicht-infizierten Kontrolle (1) konnten keine histopathologischen Veränderungen beobachtet 
werden. Alle mit H. pylori infizierten Tiere (2, 3, 4) wiesen eine ausgeprägte Infiltration von 
Entzündungszellen auf, die sich allerdings auf die Lamina beschränkte und nicht in die Tiefe des 
Bindegewebes reichte. Gewebedysplasie (Veränderungen der Gewebestruktur) und vereinzelte 
Lymphfollikel (Ansammlung von Entzündungszellen) konnten bei allen infizierten Gerbils 
nachgewiesen werden. Die histologischen Veränderungen des Magengewebes waren dabei nur 
von einer Infektion mit H. pylori abhängig (2), nicht jedoch von einer Behandlung mit CpG- oder 
GpG-ODN (3, 4). 
 
Bei allen nicht-infizierten Tieren (1) konnten, wie in Abbildung 9 gezeigt, keine 
auffälligen Veränderungen der Magenschleimhaut beobachtet werden. Im 
Gegensatz dazu wurde in infizierten Gerbils (2, 3, 4) eine ausgeprägte 
Entzündungsreaktion sichtbar. Diese beinhaltete bei allen Tieren die Infiltration 
von Entzündungszellen, wie z.B. Lymphozyten. Allerdings blieb diese auf die 
3a 3b 
4a 
4b 
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Lamina beschränkt und reichte selten bis zur Tela submucosa und nie zur Tunica 
musularis. Gewebedysplasie und Lymphfollikel konnten bei allen infizierten Gerbils 
nachgewiesen werden. Unter dem Begriff Dysplasie versteht man eine 
Abweichung der Gewebestruktur vom normalen Bild. Treten Dysplasien gehäuft 
und schwer auf, können sie als präkanzeröse Vorstufen angesehen werden. 
Lymphfollikel kommen in normaler Magenmukosa nicht vor und treten 
typischerweise bei einer Infektion mit H. pylori auf (Achyut et al., 2008a; Achyut et 
al., 2008b; Shibata et al., 2006). Die H. pylori-induzierte Gastritis führt zur 
Ausbildung intramukosaler Lymphfollikel und zur Akkumulation von B-Zellen. 
Lymphfollikel dienen am Eintrittsort des Antigens als Zentren zur Aktivierung von 
Lymphozyten und auch zur starken Produktion von Immunglobulinen durch 
Plasmazellen. Dieses Lymphgewebe zeigt die morphologischen Charakteristika 
des MALT (Mucosa Associated Lymphoid Tissue), womit Lymphfollikel als 
Vorstufe eines Magenlymphoms einzuordnen sind. Diese starken Veränderungen 
der Magenschleimhaut konnten in dieser Arbeit im Gegensatz zu nicht-infizierten 
Tieren in allen mit H. pylori infizierten Gerbils beobachtet werden. Eine Infektion 
mit H. pylori führte also bei allen infizierten Tieren zu Veränderungen der 
histologischen Strukturen der Magenschleimhaut, diese waren jedoch in ihrem 
Ausprägungsgrad unabhängig von einer Behandlung mit CpG- oder GpG-ODNs. 
 
5.2.2.4 Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-
induzierte RNA-Expression im Magengewebe 
5.2.2.4.1 Proinflammatorische Zytokine 
Ein weiterer Teil des Gerbil-Magens wurde zur Erstellung eines RNA-
Expressionsprofils verwendet. Um einen Abbau der empfindlichen RNA und damit 
eine Verfälschung der Ergebnisse zu verhindern, wurden die Magenstreifen sofort 
nach der Präparation in eine spezielle RNA-stabilisierende Aufbewahrungslösung 
verbracht. Nach der Extraktion der RNA und anschließender reverser 
Transkription, konnte mithilfe der TaqMan®-PCR ein genaues RNA-
Expressionsprofil des Magengewebes erstellt werden. Eine Infektion mit H. pylori 
führt zu einer charakteristischen Expression von immunologisch bedeutsamen 
Proteinen im Magengewebe. Durch das Erstellen eines genauen 
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Expressionsprofils lässt sich die durch das Bakterium induzierte Immunantwort 
genauer charakterisieren. 
Zytokine spielen bei der H. pylori-Infektion eine sehr wichtige Rolle (Goll et al., 
2007; Oderda et al., 2007; Di Bonaventura et al., 2007; Yamauchi et al., 2008). Es 
handelt sich dabei um Proteine, die von den Zellen des angeborenen und 
adaptiven Immunsystems sekretiert werden. Sie werden als Antwort auf die 
Invasion von Mikroben oder Kontakt mit Antigenen gebildet. Die Klasse der 
Zytokine besteht aus einer Vielzahl von Untergruppen. Sie beinhaltet Interferone, 
Interleukine, koloniestimulierende Faktoren, Tumornekrosefaktoren und 
Chemokine. Generell lassen sich Zytokine in zwei Funktionsklassen einteilen: 
Proinflammatorische und antiinflammatorische bzw. regulatorische Zytokine. Bei 
einer Infektion mit H. pylori spielen hauptsächlich proinflammatorische Zytokine 
eine wichtige Rolle (Kang et al., 2008; Tu et al., 2008; Con et al., 2009), wobei 
IFN-γ, IL-6, IL-1β, TNF und IL-18 klassische Vertreter dieser Gruppe darstellen. 
 
 
Abbildung 10: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von IFN-γ im Magengewebe 
Die RNA-Expression im Magengewebe wurde mithilfe einer quantitativen TaqMan®-PCR 
analysiert. Zur Normalisierung der Messwerte wurde der Quotient aus der RNA-Expression des  
entsprechenden Ziel-Gens und dem konstitutiv exprimierten Gen HPRT (Hypoxanthin 
Phosphoribosyltransferase)  gebildet. Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1), konnte in allen 
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mit H. pylori infizierten Versuchsgruppen (2, 3, 4) eine stark erhöhte RNA-Expression des 
proinflammatorischen Zytokins IFN-γ beobachtet werden. Die Verabreichung von CpG- oder GpG-
ODNs (3, 4) führte dabei zu keiner signifikanten Veränderung der RNA-Expression im Vergleich 
zur Infektion mit H. pylori (2). 
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
 
Wie in Abbildung 10 gezeigt konnte, im Gegensatz zur nicht-infizierten 
Kontrollgruppe (1), die stark erhöhte Expression dieses für die Th1-Immunantwort 
sehr wichtigen Zytokins statistisch signifikant in allen infizierten Gerbils beobachtet 
werden (2, 3, 4). Der Einsatz von ODNs (3, 4) hatte auf die Veränderung der RNA-
Expression keinen Einfluss. 
 
 
Abbildung 11: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von IL-6 im Magengewebe 
Eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6 konnte 
im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) nur in den mit CpG- oder GpG-ODNs behandelten 
Versuchsgruppen (3, 4) beobachtet werden. Eine Infektion mit H. pylori ohne Injektion von ODNs 
führte zu keiner signifikanten Steigerung der RNA-Expression. 
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
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Die Injektion von CpG- und GpG-ODNs (3, 4) führte, wie in Abbildung 11 gezeigt, 
zu einer statistisch signifikant erhöhten RNA-Expression von IL-6 im Vergleich zur 
nicht-infizierten Kontrollgruppe (1). Auch in der Literatur ist der starke Einfluss von 
ODNs vor allem auf die Produktion von IL-6 bekannt (Klinman et al., 1996; 
Wattrang et al., 2005; Patel et al., 2008). In dieser Arbeit konnte kein Unterschied 
in der RNA-Expression zwischen der Gabe von CpG- (3) oder GpG-ODNs (4) 
festgestellt werden. Bei einer Infektion mit H. pylori allein kam es zu einer 
schwachen, jedoch nicht statistisch signifikanten Steigerung der RNA-Expression. 
 
 
Abbildung 12: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von IL-1β im Magengewebe 
Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) konnte in allen mit H. pylori infizierten 
Versuchsgruppen (2, 3, 4) eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression des 
proinflammatorischen Zytokins IL-1β beobachtet werden. Die Verabreichung von CpG- oder GpG-
ODNs (3, 4) führte dabei zu keiner signifikanten Veränderung der RNA-Expression im Vergleich 
zur Infektion mit H. pylori (2).  
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
 
In Abbildung 12 ist gezeigt, wie es im Gegensatz zur nicht-infizierten 
Kontrollgruppe (1) nach einer Infektion mit H. pylori bei allen infizierten Gerbils (2, 
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3, 4) zu einer starken Expression von IL-1β-RNA kam. Die Injektion von CpG- (3) 
oder GpG-ODNs (4) hatte auf die Veränderung der RNA-Expression keinen 
Einfluss im Vergleich zur Infektion mit H. pylori (2). 
 
 
Abbildung 13: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von TNF im Magengewebe 
Eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von TNF konnte im Vergleich zur nicht-
infizierten Kontrolle (1) nur in den mit CpG- oder GpG-ODNs behandelten Versuchsgruppen (3, 4) 
beobachtet werden. Eine alleinige Infektion mit H. pylori ohne Injektion von ODNs (2) führte zu 
keiner signifikant gesteigerten RNA-Expression. 
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
 
Wie in Abbildung 13 gezeigt, führte die Injektion von ODNs (3, 4) zu einer stark 
erhöhten RNA-Expression von TNF, im Vergleich zur nicht-infizierten 
Kontrollgruppe (1). Es konnte kein signifikanter Unterschied in der RNA-
Expression zwischen der Verabreichung von CpG- (3) oder GpG-ODNs (4) 
festgestellt werden. Bei einer alleinigen Infektion mit H. pylori kam es zu einer 
schwachen, jedoch nicht statistisch signifikanten Steigerung der TNF-RNA-
Expression.  
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IL-12 ist der Hauptmediator der frühen akuten Immunantwort. Das Protein existiert 
als Heterodimer mit einer 35-kD (p35) und einer 40-kD (p40) Untereinheit, wobei 
die Expression der p40-Untereinheit die immunologisch aktive Form des Zytokins 
darstellt. Zum Zeitpunkt vier Wochen nach Infektion der Gerbils mit H. pylori 
konnte im Vergleich zu den Kontrollgruppen in keiner der Versuchsgruppen eine 
statistisch signifikante Veränderung der RNA-Expression von IL-12 p35 oder p40 
beobachtet werden (siehe Tabelle 5). 
 
 
Abbildung 14: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von IL-18 im Magengewebe 
Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) konnte eine statistisch signifikant erhöhte RNA-
Expression von IL-18 nur in den mit CpG- oder GpG-ODNs behandelten Versuchsgruppen (3, 4) 
beobachtet werden. Es konnte dabei kein Unterschied in der RNA-Expression zwischen der 
Verabreichung von CpG- (3) oder GpG-ODNs (4) festgestellt werden. 
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
 
Die Injektion von CpG- und GpG-ODNs (3, 4) führte, wie in Abbildung 14 gezeigt, 
zu einer statistisch signifikant erhöhten RNA-Expression von IL-18 im Vergleich 
zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1). Es konnte kein Unterschied in der RNA-
Expression zwischen der Verabreichung von CpG- (3) oder GpG-ODN (4) 
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festgestellt werden. Im Gegensatz dazu kam es bei einer Infektion mit H. pylori 
allein (2) zu einem schwachen, jedoch nicht statistisch signifikanten Anstieg der 
IL-18-RNA-Expression. 
 
 
Abbildung 15: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von MIF im Magengewebe  
Eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von MIF konnte im Vergleich zur nicht-
infizierten Kontrolle (1) nur in der mit GpG-ODNs behandelten Versuchsgruppe (4) beobachtet 
werden. Sowohl die Infektionskontrolle (2), als auch die mit CpG-ODN (3) behandelten Gerbils 
zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe keine signifikante Veränderung der RNA-Expression. 
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
 
Abbildung 15 zeigt eine im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von MIF (Makrophagen-Migrations-
inhibierender Faktor) nur bei GpG-ODN behandelten Tieren (4). Sowohl die 
Infektionskontrolle ohne ODN-Injektion (2) als auch die mit CpG-ODN behandelte 
Gruppe (3) zeigten im Vergleich zur Kontrollgruppe keine Steigerung der RNA-
Expression. 
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5.2.2.4.2 Antiiflammatorische Zytokine 
Als Gegenspieler zu proinflammatorischen Zytokinen fungieren anti-
inflammatorische bzw. regulatorische Zytokine. Sie sind charakteristisch für eine 
Th2-geprägte Immunantwort. Dabei dient IL-4 als Leitzytokin, indem es die 
Differenzierung von naiven CD4+ T-Zellen in Richtung Th2 fördert. IL-10 zeigt eine 
starke regulatorische Funktion, indem es zelluläre Immunreaktionen über eine 
negative Feedbackschleife inhibiert. 
In dieser Arbeit konnte zum Zeitpunkt vier Wochen nach Infektion der Gerbils mit 
H. pylori im Vergleich zu den Kontrollgruppen in keiner der behandelten und 
infizierten Gruppen eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von IL-4 
oder IL-10 nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5). 
 
5.2.2.4.3 Chemokine und iNOS 
IL-8 ist ein Chemokin, das chemotaktisch auf eine Reihe von Immunzellen wirkt. 
Mäuse besitzen kein humanes IL-8 Homolog, allerdings gibt es hier die beiden 
homologen Entsprechungen KC und Mip-2. 
 
 
Abbildung 16: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von KC im Magengewebe 
Ergebnisse  82 
 
Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) konnte in allen mit H. pylori infizierten 
Versuchsgruppen (2, 3, 4) eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression des Chemokins KC 
beobachtet werden. Die Verabreichung von CpG- oder GpG-ODNs (3, 4) führte dabei zu keiner 
signifikanten Veränderung der RNA-Expression im Vergleich zur Infektion mit H. pylori (2).  
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
 
Die starke RNA-Expression von KC konnte, wie in Abbildung 16 gezeigt, im 
Gegensatz zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) statistisch signifikant in allen 
infizierten Gerbils beobachtet werden (2, 3, 4). Dabei hatte nur die Infektion mit 
H. pylori (2) einen Einfluss auf die Veränderung der RNA-Expression, nicht jedoch 
die Injektion von CpG- (3) oder GpG-ODNs (4). 
 
 
Abbildung 17: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von Mip-2 im Magengewebe  
Eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression des Chemokins Mip-2 konnte im Vergleich zur 
nicht-infizierten Kontrolle (1) nur in den mit CpG- oder GpG-ODNs behandelten Versuchsgruppen 
(3, 4) beobachtet werden. Eine alleinige Infektion mit H. pylori ohne Injektion von ODNs führte im 
Vergleich zur Kontrollgruppe zu keiner signifikanten Steigerung der RNA-Expression. 
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
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Abbildung 17 zeigt die statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von Mip-2 
nach Injektion von CpG- und GpG-ODNs (3, 4) im Vergleich zur nicht-infizierten 
Kontrollgruppe (1). Es konnte dabei kein Unterschied in der RNA-Expression 
zwischen der Gabe von CpG- (3) oder GpG-ODN (4) festgestellt werden. Im 
Gegensatz dazu kam es bei einer Infektion mit H. pylori allein zu einem 
schwachen, jedoch nicht statistisch signifikanten Anstieg der RNA-Expression. 
 
 
Abbildung 18: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von iNOS im Magengewebe 
Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) konnte in allen mit H. pylori infizierten 
Versuchsgruppen (2, 3, 4) eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von iNOS 
beobachtet werden. Die Verabreichung von CpG- oder GpG-ODNs (3, 4) führte dabei zu keiner 
Veränderung der RNA-Expression im Vergleich zur Infektion mit H. pylori (2).  
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
 
Das Enzym iNOS ist ein wichtiger Bestandteil der initialen Immunantwort. Es 
katalysiert die Bildung eines freien Radikals und führt durch den dadurch 
ausgelösten nitrosativen Stress zu zellpathologischen Effekten mit bakterizider 
Wirkung. Wie in Abbildung 18 gezeigt, konnte die starke RNA-Expression von 
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iNOS im Gegensatz zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) statistisch signifikant in 
allen infizierten Gerbils beobachtet werden (2, 3, 4). Dabei hatte die Injektion von 
CpG- (3) oder GpG-ODNs (4) keinen Einfluss auf die Veränderung der RNA-
Expression im Vergleich zur Infektion mit H. pylori (2). 
 
5.2.2.4.4 Toll-like Rezeptoren 
Toll-like Rezeptoren sind Rezeptoren des angeborenen Immunsystems. Sie 
dienen der Erkennung von PAMPs (Pathogen Associated Molecular Patterns); 
dabei handelt es sich um konservierte Strukturen, die ausschließlich bei 
Krankheitserregern vorkommen. Nach der Erkennung steuern TLRs die 
entsprechende Aktivierung von Genen zur Einleitung und Modulation einer 
adaptiven Immunantwort. In dieser Arbeit konnte zum Zeitpunkt vier Wochen nach 
Infektion der Gerbils mit H. pylori im Vergleich zu den Kontrollgruppen in keiner 
der infizierten und behandelten Gruppen eine statistisch signifikant gesteigerte 
RNA-Expression von TLR2 oder TLR5 nachgewiesen werden (siehe Tabelle 5). 
 
 
Abbildung 19: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von TLR4 im Magengewebe 
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In allen mit H. pylori infizierten Versuchsgruppen (2, 3, 4) konnte im Vergleich zur nicht-infizierten 
Kontrolle (1) eine stark erhöhte RNA-Expression von TLR4 beobachtet werden. Die Verabreichung 
von CpG- oder GpG-ODNs (3, 4) führte dabei zu keiner signifikanten Veränderung der RNA-
Expression im Vergleich zur Infektion mit H. pylori (2).  
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
 
Wie in Abbildung 19 gezeigt, konnte die RNA-Expression von TLR4 im Gegensatz 
zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) statistisch signifikant in allen infizierten 
Gerbils beobachtet werden (2, 3, 4). Dabei hatte die Injektion von CpG- (3) oder 
GpG-ODNs (4) im Vergleich zur Infektion mit H. pylori (2) keinen Einfluss auf die 
Veränderung der RNA-Expression. 
 
 
Abbildung 20: Einfluss der Injektion von CpG- oder GpG-ODNs auf die H. pylori-induzierte 
RNA-Expression von TLR9 im Magengewebe 
Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) konnte in allen mit H. pylori infizierten 
Versuchsgruppen (2, 3, 4) eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von TLR4 
beobachtet werden. Dabei führte nur die Infektion mit H. pylori (2) zu einer Veränderung der RNA-
Expression, nicht jedoch die Verabreichung von CpG- (3) oder GpG-ODNs (4). 
* = RNA-Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1), p<0,05 
nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=9 bzw. 8 für Gruppe (2) 
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In allen infizierten Gerbils (2, 3, 4) konnte, wie in Abbildung 20 gezeigt, im 
Gegensatz zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) eine statistisch signifikant 
erhöhte RNA-Expression von TLR9 beobachtet werden. Die Injektion von CpG- (3) 
oder GpG-ODNs (4) hatte keinen Einfluss auf die Veränderung der RNA-
Expression im Vergleich zur Infektion mit H. pylori (2). 
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5.2.2.4.5 Übersicht und Zusammenfassung: RNA-Expressionsprofil des 
Magens 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 6: Übersicht RNA-Expressionsprofil des Magens 
Übersicht über die Expression von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, iNOS, Chemokinen 
und TLRs im Magengewebe. 
- = Expression nicht statistisch signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) 
* = Expression statistisch signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) 
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Wie in Tabelle 6 gezeigt, wurde in allen infizierten Gerbils eine gesteigerte 
Expression der proinflammatorischen Zytokine IFN-γ, IL-6, IL-1β, TNF und IL-18 
im Magen beobachtet. Eine erhöhte Expression von IL-12 (p35 und p40 
Untereinheit) konnte im Gegensatz zur nicht-infizierten Kontrolle nicht 
nachgewiesen werden, ebenso wenig wie die für eine Th2-Immunantwort 
wichtigen, antiinflammatorisch wirksamen Zytokine IL-4 und IL-10. Die RNA-
Produktion von iNOS war durch die Infektion mit H. pylori stark gesteigert und 
spricht damit für erhöhten nitrosativen Stress. Die beiden Chemokine KC und Mip-
2, murine Homologe für IL-8, zeigten ebenfalls eine verstärkte Expression in 
infizierten Tieren. Eine gesteigerte RNA-Expression von TLR2 und TLR5 konnte 
im Magengewebe nicht nachgewiesen werden, im Gegensatz zu TLR4 und TLR9, 
welche in infizierten Gerbils verstärkt exprimiert wurden. 
Somit hatte eine Infektion mit H. pylori starken Einfluss auf das Expressionsprofil 
im Magengewebe und führte zu einer gesteigerten Expression vor allem von 
proinflammatorisch wirksamen Proteinen. Durch die Verabreichung von CpG-ODN 
sollte diese Th1-geprägte Immunantwort weiter gesteigert werden, während eine 
Injektion von GpG-ODN eine Suppression bewirken sollte. In diesem Versuchsteil 
zeigte sich durch den Einsatz beider ODNs eine gesteigerte RNA-Expression 
proinflammatorischer Zytokine im Magengewebe im Vergleich zu nur mit H. pylori 
infizierten Tieren. Es konnte jedoch kein statistisch signifikanter Unterschied in der 
Expressionsstärke zwischen dem Einsatz von CpG- oder GpG-ODNs festgestellt 
werden. 
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Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
 
Eine Infektion mit H. pylori resultiert in einer Th1-dominanten Reaktion des 
Immunsystems, welche aber zu keiner erfolgreichen Eradikation des Bakteriums 
führt. Dadurch wird dem Bakterium, auch beeinflusst von bakteriellen Faktoren, 
die Kolonisierung des Magens ermöglicht. Eine Verstärkung der Th1-geprägten 
Reaktion des Immunsystems könnte dabei zu einer erfolgreichen Eradikation von 
H. pylori führen. In der Arbeit von Sommer et al. konnte durch eine Immunisierung 
von Mäusen mit H. pylori-Lysat und CpG-ODN als Adjuvanz eine starke lokale und 
systemische Th1-Immunantwort hervorgerufen werden (Sommer et al., 2004).  
Möglicherweise wird das Immunsystem durch bakterielle Faktoren in die komplett 
falsche Richtung geführt, um H. pylori ein Überleben im Magen zu ermöglichen. 
Somit könnte eine Th-2-geprägte Immunantwort zu einer Eradikation des 
Bakteriums im Magen führen, wobei Cholera-Toxin als starkes Th2-Adjuvanz 
bekannt ist. 
Eine Kombination aus Lysat und CpG-ODN sollte also zu einer Verstärkung der 
proinflammatorischen Immunreaktion gegen H. pylori führen, wohingegen bei 
einem Einsatz von Cholera-Toxin der regulatorische Effekt einer Th2-
Immunantwort vorherrschend wäre. In Mäusen konnte durch die Kombination von 
Lysat, CpG-ODN und Cholera-Toxin ein protektiver und synergistischer Effekt der 
Immunaktivierung beobachtet werden, der zu einem Schutz vor H. pylori führte 
(Jiang et al., 2003). Die Wirksamkeit einer Immunmodulation durch die 
Kombination der Immunisierungsstrategien Lysat, CpG-ODN und Cholera-Toxin 
sollte nun in dieser Arbeit im Gerbil-Modell der H. pylori-Infektion weiter untersucht 
werden.   
 
Zeitlicher Ablauf: 
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Gruppenaufteilung:  
Gruppe (1): BB + PBS i.n. => keine Infektion, keine Behandlung 
Gruppe (2): Infektion Hp + PBS i.n. => Infektion, keine Behandlung 
Gruppe (3): Infektion Hp + Lysat/CpG i.n => Infektion + Immunisierung mit 
H. pylori Lysat/CpG-Kombination 
Gruppe (4): Infektion Hp + Lysat/CT i.n. => Infektion + Immunisierung mit H. pylori 
Lysat/CT-Kombination 
Gruppe (5): Infektion Hp + Lysat/CpG/CT i.n. => Infektion + Immunisierung mit  
H. pylori Lysat/CpG/CT-Kombination 
 
Der zeitliche Versuchsablauf gestaltete sich wie folgt: Die Kombination aus 
H. pylori Lysat + CpG-ODN,  H. pylori Lysat + Cholera-Toxin und H. pylori Lysat + 
CpG-ODN + Cholera-Toxin wurde insgesamt fünfmal mit wöchentlichem Abstand 
durch eine intranasale Injektion verabreicht. Danach wurden die Tiere mit H. pylori 
infiziert. Die beiden Kontrollgruppen (1, 2) erhielten eine intranasale Injektion mit 
PBS, Gruppe (2) wurde zusätzlich als Infektionskontrolle mit H. pylori infiziert. Das 
Experiment war in zwei Großgruppen geteilt, wovon ein Teil nach vier, der andere 
nach acht Wochen Infektionsdauer beendet wurde. Die Versuche wurden jeweils 
zwei Mal zu unterschiedlichen Zeitpunkten und voneinander unabhängig 
durchgeführt. 
 
5.2.3 Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-
Kombinationen auf die H. pylori-induzierte Bildung spezifischer 
Antikörper nach vier und acht Wochen 
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8 Wochen 
 
 
Abbildung 21: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte Bildung spezifischer Antikörper nach vier und acht Wochen 
Die Bestimmung des H. pylori-spezifischen Antikörpertiters erfolgte durch den Nachweis von 
Immunglobulin G mithilfe eines ELISA’s. Dieses Protein diente sowohl zur Analyse der durch das 
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Bakterium induzierten Immunantwort, als auch zur Überprüfung der experimentellen 
Infektionseffizienz. Während sich in der nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) eine unspezifische 
Reaktion von Immunglobulin G zeigte, konnte in allen infizierten Gruppen (2, 3, 4, 5) eine 
statistisch signifikante Erhöhung von H. pylori-spezifischem Immunglobulin G nachgewiesen 
werden. Durch die Immunisierung mit Lysat (3, 4, 5) wurde bei allen Gerbils, egal ob nach vier oder 
acht Wochen Infektionsdauer und auch unabhängig vom verwendeten Adjuvanz, eine im Vergleich 
zur infizierten Kontrollgruppe (2) nochmals verstärkte Produktion H. pylori-spezifischer Antikörper 
beobachtet. Während eine alleinige Infektion mit dem Bakterium nach vier Wochen Infektionsdauer 
zu Werten mit einer starken Streubreite führte, hatte sich der hohe H. pylori-spezifische 
Antikörpertiter nach acht Wochen stabilisiert. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 jeweils für vier und acht Wochen 
 
Abbildung 21 zeigt die Entwicklung von H. pylori-spezifischem Immunglobulin G 
über einen Infektionszeitraum von vier und acht Wochen nach Immunisierung mit 
unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen. In der nicht-infizierten Kontrollgruppe, 
die nur eine Injektion mit PBS (1) erhielt, konnte eine unspezifische Reaktion von 
Immunglobulin G beobachtet werden. Im Vergleich zur nicht-infizierten 
Kontrollgruppe (1) kam es bei allen infizierten Gerbils (2, 3, 4, 5) zu einer 
statistisch signifikant erhöhten Produktion von H. pylori-spezifischen Antikörpern. 
Durch die Immunisierung mit Lysat (3, 4, 5) konnte der bereits hohe Antikörpertiter 
zum Zeitpunkt vier Wochen nach Infektion gegenüber den infizierten Tieren (2) 
nochmals gesteigert werden. Während eine alleinige Infektion mit H. pylori (2) 
nach vier Wochen Infektionsdauer zu Werten mit einer starken Streubreite führte, 
hatte sich der H. pylori-spezifische Antikörperspiegel nach acht Wochen 
stabilisiert, erreichte aber trotzdem nicht das Niveau der Immunisierung mit Lysat. 
Die verwendeten Adjuvanzien CpG-ODN und Cholera-Toxin hatten auf die 
Ausprägung des Antikörpertiters keinen Effekt. 
 
5.2.4 PCR-Nachweis von H. pylori-DNA im Magengewebe 
Der Nachweis von H. pylori-DNA im Magengewebe erfolgte mithilfe einer 
quantitativen PCR. Dabei wurde ein charakteristischer Bereich des Urease-Gens 
amplifiziert. Diese Methode diente zur Kontrolle der Infektionseffizienz, eine 
quantitative Bestimmung der Bakterienlast war in diesem Versuchsaufbau 
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aufgrund der fehlenden Normalisierung mit einem konstitutiv exprimierten Gen 
nicht möglich. 
 
 
BB + 
PBS 
 i.n. 
(1) 
Infektion Hp + 
PBS 
i.n. 
(2) 
Infektion Hp + 
Lysat/CpG 
i.n. 
(3) 
Infektion Hp + 
Lysat/CT 
i.n. 
(4) 
Infektion Hp + 
Lysat/CpG/CT 
i.n. 
(5) 
Gesamtanzahl 
Gerbils 6 6 6 6 6 
DNA-Nachweis 
positiv 0 5 5 5 6 
DNA-Nachweis 
negativ 6 1 1 1 0 
 
Tabelle 7: PCR-Nachweis von H. pylori-DNA im Magengewebe nach vier Wochen 
Infektionsdauer 
 
 
BB + 
PBS 
i.n. 
(1) 
Infektion Hp + 
PBS 
i.p. 
(2) 
Infektion Hp + 
Lysat/CpG 
i.n. 
(3) 
Infektion Hp + 
Lysat/CT 
i.n. 
(4) 
Infektion Hp + 
Lysat/CpG/CT 
i.n. 
(5) 
Gesamtanzahl 
Gerbils 5 6 6 6 6 
DNA-Nachweis 
positiv 0 6 6 5 6 
DNA-Nachweis 
negativ 5 0 0 1 0 
 
Tabelle 8: PCR-Nachweis von H. pylori-DNA im Magengewebe nach acht Wochen 
Infektionsdauer 
Der PCR-Nachweis von H.pylori-DNA im Magengewebe erfolgte durch die Amplifizierung eines 
charakteristischen Bereichs des Urease-Gens. Eine quantitative Bestimmung der Bakterienlast war 
mit dieser Methode nicht möglich, es handelte sich lediglich um eine Kontrolle der 
Infektionseffizienz. 
In allen nicht-infizierten Gerbils konnten nach vier und acht Wochen Infektionsdauer keine 
H. pylori-DNA im Magengewebe amplifiziert werden. Bei den infizierten Tieren gab es Einzelfälle, 
in denen es nicht zu einer dauerhaften Kolonisierung des Magens durch H. pylori gekommen ist. 
 
In den Tabellen 7 und 8 ist die Gesamtzahl der Gerbils den positiven oder 
negativen Nachweisergebnissen von H. pylori-DNA aus dem Magen nach vier und 
acht Wochen Infektionsdauer gegenübergestellt. In allen nicht-infizierten 
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Kontrolltieren konnte keine DNA des Bakteriums aus dem Magengewebe 
amplifiziert werden. Im Gegensatz dazu konnte nach vier Wochen in manchen 
Fällen bei infizierten Tieren keine dauerhafte Kolonisierung des Magens durch 
H. pylori nachgewiesen werden. Zum Zeitpunkt vier Wochen nach Infektion wurde 
eine erfolgreiche Infektion mit H. pylori bei 21 von 24 Gerbils festgestellt, nach 
acht Wochen waren es 23 von insgesamt 24 infizierten Tieren. 
 
5.2.5 Anzuchtversuch und Analyse der Kolonisierungsdichte 
In der Arbeit von Jiang et al. konnte bei Mäusen durch eine kombinierte 
Immunisierung aus Lysat, CpG-ODN und Cholera-Toxin eine sterile Immunität 
gegen die Infektion mit H. pylori erreicht werden (Jiang et al., 2003). Deshalb 
wurde für dieses Experiment zusätzlich zu den bereits genannten 
Analyseverfahren ein Anzuchtversuch von H. pylori aus dem Magen zur 
Feststellung der Kolonisierungsdichte durchgeführt. Nachdem vom Magen alle 
Streifen für die histologische Untersuchung, den Nachweis von H. pylori-DNA und 
die Erstellung eines RNA-Expressionsprofils entfernt waren, wurde der Rest in 
PBS homogenisiert und auf Platten mit einer selektiven Antibiotikamischung 
ausgebracht. Das Wachstum der begleitenden bakteriellen Magenflora wurde 
dadurch unterdrückt und nach einigen Tagen Inkubation konnte schließlich  das 
Wachstum der H. pylori-Kolonien überprüft werden. 
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4 Wochen 
 
8 Wochen 
 
 
Abbildung 22: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf die Kolonisierungsdichte von H. pylori im Magen nach vier und acht Wochen 
Der Gerbil-Magen wurde mit PBS homogenisiert, ausplattiert und für einige Tage inkubiert. Das 
Wachstum wurde in Kategorien eingeteilt: Von 0, d.h. kein Wachstum, bis zu 3, d.h. ein 
geschlossener Bakterienrasen. In der nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) wurde in keinem Fall ein 
Wachstum von H. pylori beobachtet. Im Vergleich dazu konnte bei allen infizierten Tieren (2, 3, 4, 
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5) eine statistisch signifikant gesteigerte Anzahl von Kolonien nachgewiesen werden. Obwohl 
durch den kombinierten Einsatz von Lysat/CpG/CT (5) nach vier Wochen eine Reduktion der 
Keimzahl beobachtet werden konnte, war dieser Effekt nach acht Wochen nicht mehr sichtbar. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 jeweils für vier und acht Wochen 
 
Ein genaues Auszählen der Bakterienkolonien war nicht möglich, da sich auf den 
Agarplatten noch Gewebereste des Magens befanden und die Kolonien durch die 
notwendige lange Inkubationszeit nicht mehr voneinander abgrenzbar waren. 
Deshalb erfolgte eine Einteilung des Bakterienwachstums in Kategorien. Dies 
gestaltete sich wie folgt: 
0: keine Kolonien 
1: vereinzeltes Wachstum 
2: zahlreiche Kolonien 
3: Bakterienrasen 
Wie in Abbildung 22 gezeigt konnte bei nicht-infizierten Tieren (1) in keinem Fall 
ein Wachstum von H. pylori beobachtet werden. Im Vergleich dazu wurde eine 
statistisch signifikant gesteigerte Anzahl von Kolonien in allen infizierten Tieren (2, 
3, 4, 5) nachgewiesen. Durch den kombinierten Einsatz von Lysat/CpG/CT (5) 
konnte im Vergleich zur Infektionskontrolle (2) nach vier Wochen eine Reduktion 
der Keimzahl beobachtet werden. Dieser Effekt war jedoch nach acht Wochen 
nicht mehr sichtbar, im Gegensatz dazu zeigte sich hier bei der mit Lysat und 
Cholera-Toxin immunisierten Versuchsgruppe (4) ein reduziertes Wachstum von 
H.  pylori. Hierbei handelte es sich höchstwahrscheinlich um einen unspezifischen 
Effekt und insgesamt konnte keine Verminderung der Kolonisierungsdichte von 
H. pylori beobachtet werden, die eindeutig auf eine der verwendeten 
Immunisierungskombinationen zurückzuführen wäre. 
5.2.6 Einfluss der der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-
Kombinationen auf die H. pylori-induzierte Histologie des Magens 
Eine Infektion mit H. pylori führt immer zu histopathologischen Veränderungen der 
Magenschleimhaut, die von der Infiltration von Entzündungszellen, über 
Gewebedysplasie bis hin zur Ausbildung von Ulcera oder sogar Karzinomen 
reichen. 
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Abbildung 23:  Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf H. pylori-induzierte Entzündungserscheinungen im Magen nach vier und acht Wochen 
(HE-Färbung) 
Gruppe (1): BB + PBS i.n. => Antrum, 100fache Vergrößerung 
Gruppe (2): Infektion Hp + PBS i.n. => Antrum, 100fache Vergrößerung 
Gruppe (3): Infektion Hp + Lysat/CpG i.n => 3a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 3b: 
Lymphfollikel, 200fache Vergrößerung 
Gruppe (4): Infektion Hp + Lysat/CT i.n. => 4a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 4b: Lymphfollikel, 
200fache Vergrößerung 
1 
2 
3a 
4a 
3b 
4b 
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Gruppe (5): Infektion Hp + Lysat/CpG/CT i.n. => 5a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 5b: 
Lymphfollikel, 200fache Vergrößerung 
 
8 Wochen 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Gruppe (1): BB + PBS i.n. => Antrum, 100fache Vergrößerung 
Gruppe (2): Infektion Hp + PBS i.n. => 2a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 2b: Lymphfollikel, 
200fache Vergrößerung 
 
 
5a 5b 
1 
2a 2b 
Ergebnisse  99 
 
 
Gruppe (3): Infektion Hp + Lysat/CpG i.n => 3a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 3b: 
Lymphfollikel, 200fache Vergrößerung 
Gruppe (4): Infektion Hp + Lysat/CT i.n. => 4a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 4b: Lymphfollikel, 
200fache Vergrößerung 
Gruppe (5): Infektion Hp + Lysat/CpG/CT i.n. => 5a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 5b: 
Lymphfollikel, 200fache Vergrößerung 
 
In der nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) konnten keine histopathologischen Veränderungen der 
Magenschleimhaut beobachtet werden. Alle mit H. pylori infizierten Gerbils (2, 3, 4, 5) zeigten 
hingegen eine ausgeprägte Infiltration von Entzündungszellen. Diese war nicht oberflächlich auf die 
Lamina beschränkt, sondern reichte bis in die Tiefe des Bindegewebes. In vielen Fällen konnte ein 
3a 
3b 
4a 
4b 
5a 5b 
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regelrechtes „Band“ aus Entzündungszellen beobachtet werden, das sich in der Tela submusosa 
entlang zog. Auch Hyperplasie, Dysplasie und Lymphfollikel konnten in allen infizierten Gerbils 
nachgewiesen werden. Insgesamt wurde eine Verstärkung der Entzündungserscheinungen nach 
acht Wochen Infektionsdauer mit H. pylori im Vergleich zu vier Wochen beobachtet. 
 
Der Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf H. pylori-induzierte Entzündungserscheinungen in der  Magenschleimhaut 
nach vier und acht Wochen ist in Abbildung 23 gezeigt. Bei allen nicht-infizierten 
Tieren (1) konnten keine histopathologischen Veränderungen beobachtet werden. 
Mit H. pylori infizierte Gerbils (2, 3, 4, 5) zeigten bereits nach vier Wochen 
Infektionsdauer eine ausgeprägte Infiltration von Entzündungszellen, z.B. 
Lymphozyten. Die Infiltration beschränkte sich bei allen infizierten Gerbils nicht auf 
die Lamina, sondern reichte bis zur Tela submucosa. Auch Hyperplasie und 
Dysplasie konnten in den infizierten Tieren beobachtet werden. Während es sich 
bei der Dysplasie um eine Abweichung der Gewebestruktur vom Normalzustand 
handelt, sieht man bei der Hyperplasie im histologischen Bild eine Vergrößerung 
des Gewebes durch vermehrte Zellteilung. Bei etwa einem Großteil der Tiere 
konnten auch Lymphfollikel oder Vorstufen dazu im Magen beobachtet werden. 
Allgemein wurde eine Verstärkung der Entzündungserscheinungen im Magen 
nach acht Wochen Infektionsdauer mit H. pylori im Vergleich zu vier Wochen 
beobachtet. 
 
5.2.7 Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-
Kombinationen auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression im 
Magengewebe 
Eine Infektion mit H. pylori führt zu einer charakteristischen Expression von 
immunologisch aktiven Proteinen im Magengewebe. Durch das Erstellen eines 
detaillierten RNA-Expressionsprofils von wichtigen Zytokinen, Chemokinen und 
Oberflächenrezeptoren kann die durch das Bakterium ausgelöste Immunantwort 
besser charakterisiert werden. 
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5.2.7.1 RNA-Expressionsprofil nach vier Wochen Infektionsdauer 
5.2.7.1.1 Proinflammatorische Zytokine 
 
 
 
 
Abbildung 24: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz- Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen im 
Magengewebe nach vier Wochen Infektionsdauer 
a 
b 
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Die Analyse der RNA-Expression im Magengewebe erfolgte mithilfe einer quantitativen  TaqMan®-
PCR. Zur Normalisierung der Messwerte wurde der Quotient aus der RNA-Expression des  
entsprechenden Ziel-Gens und dem konstitutiv exprimierten Gen HPRT (Hypoxanthin 
Phosphoribosyltransferase)  gebildet. 
c 
d 
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24 a) Die Immunisierung mit H. pylori-Lysat (3, 4, 5) führte im Vergleich zur nicht-infizierten 
Kontrolle (1) zu einer statistisch signifikant erhöhten RNA-Expression des proinflammatorischen 
Zytokins IFN-γ. Bei einer Infektion mit dem Bakterium ohne Immunisierung (2) wurde nach vier 
 
e 
f 
Ergebnisse  104 
 
 
 
 
 
Wochen Infektionsdauer gegenüber der Kontrollgruppe (1) keine gesteigerte Expression von 
IFN-γ-RNA beobachtet. 
24 b) Gegenüber der nicht-infizierten Kontrolle (1) konnte die RNA-Expression von IL-6 in 
infizierten Tieren nur durch die Immunisierung mit Cholera-Toxin (4, 5) signifikant erhöht werden. 
g 
h 
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24 c) Die Expression von IL-1β-RNA wurde im Vergleich zu nicht-infizierten Tieren (1) durch eine 
Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) signifikant gesteigert, eine Immunisierung mit Cholera-Toxin (4, 5) 
führte jedoch im Vergleich zu nur mit H. pylori infizierten Gerbils (2) zu einer nochmals erhöhten 
Expression des proinflammatorischen Zytokins. 
24 d) Eine verstärkte Expression von TNF-RNA konnte gegenüber der nicht-infizierten Kontrolle (1) 
nur in mit Cholera-Toxin behandelten Tieren (4, 5) festgestellt werden. 
24 e) + f) Die Immunisierung mit H. pylori-Lysat (3, 4, 5) führte im Vergleich zu nicht-infizierten 
Gerbils (1) zu einer verstärken RNA-Expression der beiden Untereinheiten IL-12p35 und IL-12p40, 
die durch die Verabreichung von Cholera-Toxin (4, 5) gegenüber der Infektionskontrollgruppe (2) 
noch gesteigert werden konnte. 
24 g) + h) Nur durch eine kombinierte Immunisierung aus Lysat, CpG-ODN und Cholera-Toxin (5) 
konnte nach vier Wochen Infektionsdauer eine erhöhte Expression von IL-18- und MIF-RNA 
beobachtet werden. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
Die erhöhte RNA-Expression des proinflammatorischen Zytokins IFN-γ konnte, wie 
in Abbildung 24 a) gezeigt, im Gegensatz zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
statistisch signifikant in allen mit H. pylori-Lysat immunisierten Gerbils beobachtet 
werden (3, 4, 5). Die Verwendung unterschiedlicher Adjuvanzien spielte dabei 
keine Rolle. Eine Infektion mit dem Bakterium ohne Immunisierung (2) führte nach 
vier Wochen Infektionsdauer gegenüber der Kontrollgruppe (1) zu keiner 
gesteigerten Expression von IFN-γ-RNA im Magengewebe. Wie in Abbildung 24 b) 
gezeigt, konnte IL-6-RNA bei H. pylori-infizierten Tieren statistisch signifikant im 
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) nur in den Gruppen nachgewiesen 
werden, die zuvor eine Immunisierung mit H. pylori-Lysat und CT als Adjuvanz 
erhielten (4, 5). Diese durch Cholera-Toxin hervorgerufene Steigerung zeigte sich 
bei der Analyse der Zytokine IL-1β, TNF, IL-12p35 und IL-12p40 noch sehr viel 
ausgeprägter. Es konnte nur bei Immunisierung mit dem Adjuvanz CT eine im 
Vergleich zur Infektionskontrolle (2) signifikant verstärkte RNA-Expression im 
Magengewebe beobachtet werden. Wie in den Abbildungen 24 c) und 24 d) 
gezeigt, führte bereits eine Infektion mit H. pylori (2) zu einer im Vergleich zur 
nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) erhöhten Expression der beiden 
proinflammatorischen Zytokine IL-1β und TNF, die durch die Verabreichung von 
CT als Adjuvanz (4, 5) nochmals gesteigert werden konnte. Auf die Expression 
des frühen, Th1-induzierenden Zytokins IL-12 (p35 und p40) hatte die Infektion mit 
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H. pylori keinen Einfluss, sondern nur die Immunisierung mit Lysat. Hier konnte 
wie in den Abbildungen 24 e) und 24 f) gezeigt durch eine Immunisierung mit 
H. pylori-Lysat (3, 4, 5) eine im Vergleich zu nicht-infizierten Gerbils (1) statistisch 
signifikant erhöhte Expression von IL-12p35 und IL-12p40 nachgewiesen werden, 
die durch die Immunisierung mit CT als Adjuvanz (4, 5) stark gesteigert wurde. 
Wie den Abbildungen 24 g) und 24 f) dargestellt konnte für IL-18 und auch MIF 
gegenüber der nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) eine signifikant erhöhte RNA-
Expression nur bei den Tieren beobachtet werden, die eine kombinierte 
Immunisierung aus Lysat, CpG-ODN und Cholera-Toxin (5) erhalten hatten. 
 
5.2.7.1.2 Antiiflammatorische Zytokine 
Zum Zeitpunkt vier Wochen nach Infektion der Gerbils mit H. pylori konnte im 
Vergleich zu den Kontrollgruppen in keiner der behandelten und infizierten 
Gruppen (3, 4, 5) eine signifikant gesteigerte RNA-Expression von IL-4 
nachgewiesen werden (siehe Tabelle 9). 
 
 
Abbildung 25: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression von IL-10 im Magengewebe nach vier Wochen 
Infektionsdauer 
Die Kombination aus Immunisierung mit H. pylori-Lysat und Infektion (3, 4, 5) führte zu einer 
statistisch signifikant erhöhten RNA-Expression von IL-10 im Vergleich zur nicht-infizierten 
Kontrolle (1). Bei einer Infektion mit dem Bakterium ohne Immunisierung (2) wurde gegenüber der 
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Kontrollgruppe (1) nach vier Wochen Infektionsdauer keine gesteigerte Expression des 
regulatorisch wirksamen Zytokins beobachtet. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
Wie in Abbildung 25 gezeigt, führte die Immunisierung mit H. pylori-Lysat (3, 4, 5) 
im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) zu einer statistisch signifikant 
gesteigerten Expression von IL-10-RNA im Magengewebe. 
 
5.2.7.1.3 Chemokine und iNOS 
 
 
 
Abbildung 26: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression von Chemokinen und iNOS im Magengewebe 
nach vier Wochen Infektionsdauer 
26 a) Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1), konnte in allen mit H. pylori infizierten 
Versuchsgruppen (2, 3, 4, 5) eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression des Chemokins 
KC beobachtet werden. 
a 
Ergebnisse  108 
 
 
 
 
 
26 b) Eine verstärkte Expression von Mip-2-RNA wurde nach vier Wochen Infektionsdauer 
ausschließlich in den mit Cholera-Toxin behandelten Gerbils (4, 5) nachgewiesen. Es zeigte sich in 
diesen beiden Gruppen eine im Vergleich zu infizierten Tieren (2) signifikant gesteigerte RNA-
Expression von Mip-2. 
b 
c 
Ergebnisse  109 
 
26 c) Die Expression von iNOS-RNA konnte durch eine Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) im 
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) signifikant erhöht werden. Die kombinierte 
Immunisierung mit Lysat und den beiden Adjuvanzien CpG-ODN und CT (5) führte gegenüber nur 
infizierten Tieren (2) zu einer Verstärkung der RNA-Expression. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
Das Chemokin KC wurde, wie in Abbildung 26 a) dargestellt, im Vergleich zur 
nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) von allen mit H. pylori infizierten Gerbils (2, 3, 4, 
5) signifikant erhöht exprimiert. Wie Abbildung 26 b) zeigt, beschränkte sich die 
Expression von Mip-2 im Gegensatz dazu auf die mit Cholera-Toxin als Adjuvanz 
immunisierten Gruppen (4, 5). 
Die RNA-Expression des Enzyms iNOS konnte, wie in Abbildung 26 c) gezeigt, im 
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) signifikant erhöht in allen mit 
H. pylori infizierten Gerbils (2, 3, 4, 5) beobachtet werden, jedoch wurde diese 
Expression durch die Verabreichung einer kombinierten Immunisierung mit 
Lysat/CpG/CT (5) gegenüber der Infektionskontrolle (2) nochmals gesteigert. 
 
5.2.7.1.4 Toll-like Rezeptoren 
 
 
 
Abbildung 27: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression von Toll-like Rezeptoren im Magengewebe nach 
vier Wochen Infektionsdauer 
a 
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27 a) Nur eine kombinierte Immunisierung mit Lysat/CpG/CT (5) führte zu einer statistisch 
signifikant gesteigerten Expression von TLR2-RNA im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1). 
27 b) Wie bei TLR2 wurde auch die RNA von TLR4 gegenüber der nicht-infizierten Kontrolle (1) nur 
bei einer kombiniert verabreichten Immunisierung (5) verstärkt exprimiert. 
b 
c 
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27 c) Die RNA-Expression von TLR9 wurde durch die Immunisierung mit H. pylori-Lysat (3, 4, 5) im 
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) signifikant gesteigert. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
Die RNA-Expression von TLR2 und TLR4 konnte, wie in Abbildung 27 a) und 27 
b) gezeigt, im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) nur durch die 
kombinierte Immunisierung aus Lysat/CpG/CT (5) statistisch signifikant verstärkt 
werden. In dieser Arbeit zeigte sich zum Zeitpunkt vier Wochen nach Infektion der 
Gerbils mit H. pylori im Vergleich zu den Kontrollgruppen in keiner der 
behandelten und infizierten Gruppen eine erhöhte Expression von TLR5-RNA 
(siehe Tabelle 9). Wie in Abbildung 27 c) dargestellt, führte eine Immunisierung 
mit H. pylori-Lysat (3, 4, 5) zu einer gegenüber der nicht-infizierten Kontrollgruppe 
(1) signifikant gesteigerten RNA-Expression von TLR9. 
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5.2.7.1.5 Übersicht und Zusammenfassung: RNA-Expressionsprofil des 
Magens nach vier Wochen Infektionsdauer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 9: Übersicht RNA-Expressionsprofil des Magens nach vier Wochen Infektionsdauer 
Übersicht über die RNA-Expression von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, 
iNOS und TLRs im Magengewebe. 
- = Expression nicht signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
* = Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
+ = Expression signifikant erhöht im Vergleich zur Infektionskontrolle (2) 
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Wie in Tabelle 9 gezeigt, konnte durch eine Infektion mit H. pylori nach vier 
Wochen Infektionsdauer die Expression der proinflammatorischen Zytokine IL-1β 
und TNF im Magen signifikant gesteigert werden. Die erhöhte RNA-Expression 
von IFN-γ und IL-12 (p35 und p40) war nur auf die Immunisierung mit H. pylori-
Lysat zurückzuführen. Besonders wirkungsvoll zeigte sich der Einsatz von 
Cholera-Toxin als Adjuvanz, das zu einem starken Anstieg der RNA-Expression 
von IL-6, IL-1β, TNF und IL-12 führte. Das Leitzytokin der Th2-Immunantwort, IL-4, 
wurde nicht nachgewiesen, allerdings konnte durch die Immunisierung mit 
H. pylori-Lysat die RNA-Expression des regulatorisch wirksamen IL-10 induziert 
werden. Die beiden Chemokine KC und Mip-2, murine Homologe für IL-8, zeigten 
eine verstärkte Expression, wobei KC in allen infizierten Tieren und Mip-2 nur 
nach Immunisierung mit Cholera-Toxin nachgewiesen werden konnte. Die 
gesteigerte RNA-Expression von iNOS lies auf erhöhten nitrosativen Stress in 
allen infizierten Gerbils schließen. Während TLR2- und TLR-4-RNA vor allem in 
den Tieren exprimiert wurde, die eine kombinierte Immunisierung mit 
Lysat/CpG/CT erhielten, konnte die Expression von TLR9-RNA in allen mit 
H. pylori-Lysat immunisierten Gerbils beobachtet werden. Für TLR5 wurde vier 
Wochen nach der Infektion gegenüber den Kontrollgruppen keine veränderte 
Expression beobachtet. 
Eine Infektion mit H. pylori führte in diesem experimentellen Ansatz nach vier 
Wochen Infektionsdauer im Vergleich zu nicht-infizierten Gerbils zu nur wenigen 
verstärkt exprimierten immunologischen Parametern. Größeren Einfluss hatte die 
Immunisierung mit H. pylori-Lysat, durch welche eine bisher nicht beobachtete 
Expression von IL-10-RNA nachgewiesen werden konnte. Die Verwendung von 
CpG-ODN als Adjuvanz zeigte bei intranasaler Verabreichung keine steigernde 
Wirkung, während Cholera-Toxin zu einem starken Anstieg der RNA-Expression 
von überwiegend proinflammatorischen Zytokinen führte. 
 
5.2.7.2 RNA-Expressionsprofil nach acht Wochen Infektionsdauer 
5.2.7.2.1 Proinflammatorische Zytokine 
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Abbildung 28: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen im 
Magengewebe nach acht Wochen Infektionsdauer 
28 a) Durch eine Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) konnte im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle 
(1) nach acht Wochen Infektionsdauer eine signifikant erhöhte RNA-Expression des 
proinflammatorischen Zytokins IFN-γ beobachtet werden. 
28 b) + c) + d) + h) Die Expression von IL-6, IL-1β, TNF und MIF wurde durch eine Infektion mit 
H. pylori (2, 3, 4, 5) gegenüber nicht-infizierten Gerbils (1) statistisch signifikant gesteigert, der 
Einsatz von Cholera-Toxin als Adjuvanz (4, 5) führte zu einem starken Anstieg der RNA-
Expression im Vergleich zur Infektionskontrolle (2). 
a 
b 
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c 
d 
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28 e) + f) Eine statistisch erhöhte Expression von IL-12p35- und p40-RNA konnte gegenüber den 
Kontrollgruppen (1, 2) nur beim Einsatz von Cholera-Toxin als Adjuvanz (4, 5) beobachtet werden. 
 
e 
f 
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28 g) Durch eine Infektion mit H. pylori (2, 3, 5) wurde das proinflammatorische Zytokin IL-18 im 
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) verstärkt exprimiert. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
g 
h 
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Die signifikant erhöhte RNA-Expression des proinflammatorischen Zytokins IFN-γ 
konnte, wie in Abbildung 28 a) dargestellt, im Gegensatz zur nicht-infizierten 
Kontrollgruppe (1) in allen mit H. pylori infizierten Gerbils beobachtet werden (3, 4, 
5). Wie in den Abbildungen 28 b), c), d) und h) gezeigt, wurde die Expression von 
IL-6, IL-1β, TNF und MIF durch eine Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) gegenüber 
nicht-infizierten Tieren (1) statistisch signifikant gesteigert. Die Verabreichung von 
Cholera-Toxin als Adjuvanz (4, 5) führte im Vergleich zur Infektionskontrolle (2) zu 
einem starken Anstieg der RNA-Expression. In den Abbildungen 28 e) und 26 f) ist 
dargestellt, wie es nur durch den Einsatz von Cholera-Toxin als Adjuvanz (4, 5) 
gegenüber den Kontrollgruppen (1, 2) zu einer Expression von IL-12p35- und p40 
kam. Die RNA-Expression des  proinflammatorischen Zytokins IL-18 konnte, wie in 
28 g) gezeigt, im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) durch eine Infektion 
mit H. pylori (2, 3, 5) verstärkt beobachtet werden. 
 
5.2.7.2.2 Antiiflammatorische Zytokine 
Zum Zeitpunkt acht Wochen nach Infektion der Gerbils mit H. pylori konnte im 
Vergleich zu den Kontrollgruppen in keiner der Versuchsgruppen eine signifikant 
veränderte RNA-Expression von IL-4 nachgewiesen werden (siehe Tabelle 10). 
 
 
 
Abbildung 29: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression von IL-10 im Magengewebe nach acht Wochen 
Infektionsdauer 
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Die Expression von IL-10-RNA konnte nach acht Wochen Infektionsdauer gegenüber der 
Kontrollgruppe (1) nur durch eine Immunisierung mit Cholera-Toxin als Adjuvanz (4, 5) 
nachgewiesen werden. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
Wie in Abbildung 29 gezeigt, führte eine Immunisierung mit Cholera-Toxin als 
Adjuvanz (4, 5) im Vergleich zur Kontrollgruppe (1) zu einer verstärkten 
Expression von IL-10-RNA im Magengewebe. 
 
5.2.7.2.3 Chemokine und iNOS 
 
 
 
Abbildung 30: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression von Chemokinen und iNOS im Magengewebe 
nach acht Wochen Infektionsdauer 
30 a) Eine Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) führte nach acht Wochen Infektionsdauer im Vergleich 
zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) zu einer erhöhten RNA-Expression von KC, die durch die 
Immunisierung mit H. pylori-Lysat (3, 4) gegenüber der Infektionskontrolle (2) gesteigert werden 
konnte. 
 
a 
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30 b) Durch eine Immunisierung mit H. pylori-Lysat (3, 4, 5) wurde die Expression von Mip-2-RNA 
im Vergleich zu infizierten Gerbils (2) signifikant erhöht.  
30 c) Die RNA-Expression von iNOS konnte gegenüber der nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) in 
allen infizierten Tieren (2, 3, 4, 5) nachgewiesen werden.  
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
b 
c 
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Das Chemokin KC wurde, wie in Abbildung 30 a) dargestellt, im Vergleich zur 
nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) von allen mit H. pylori infizierten Tieren (2, 3, 4, 
5) signifikant erhöht exprimiert. Wie Abbildung 30 b) zeigt, beschränkte sich die im 
Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle verstärkte Expression von Mip-2 auf die 
Tiere, die mit H. pylori-Lysat (3, 4, 5) immunisiert wurden. Bei allen infizierten 
Tieren (2, 3, 4, 5) konnte wie in Abbildung 30 c) dargestellt eine gegenüber der 
nicht-infizierten Kontrolle signifikant erhöhte RNA-Expression von iNOS 
nachgewiesen werden. 
5.2.7.2.4 Toll-like Rezeptoren 
 
 
 
Abbildung 31: Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz- Kombinationen 
auf die H. pylori-induzierte RNA-Expression von Toll-like Rezeptoren im Magengewebe nach 
acht Wochen Infektionsdauer 
31 a) Die gegenüber der Kontrollgruppe (1) gesteigerte Expression von TLR2-RNA konnte nur 
durch eine Immunisierung mit Cholera-Toxin als Adjuvanz (4, 5) beobachtet werden. 
 
a 
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31 b) Eine Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) führte gegenüber der nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
zu einer signifikant gesteigerten RNA-Expression von TLR4. 
31 c) Im Vergleich zu nicht-infizierten Gerbils (1) konnte eine Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) die 
RNA-Expression von TLR9 signifikant erhöhen und durch den Einsatz von Cholera-Toxin als 
Adjuvanz (4, 5) wurde TLR9-RNA auch gegenüber der Infektionskontrolle (2) gesteigert exprimiert.  
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (2, 3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (2) vs. infiziert/immunisiert 
(3, 4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
b 
c 
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Wie in Abbildung 31 a) gezeigt, konnte die erhöhte RNA-Expression von TLR2 
gegenüber der Kontrollgruppe (1) nur durch eine Immunisierung mit Cholera-Toxin 
als Adjuvanz (4, 5) nachgewiesen werden. Eine Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) 
führte, wie in Abbildung 31 b) dargestellt, zu einer statistisch signifikant 
gesteigerten Expression von TLR4-RNA im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle 
(1). In Abbildung 31 c) ist gezeigt, wie durch die Infektion mit H. pylori (2, 3, 4, 5) 
eine gegenüber nicht-infizierten Tieren (1) erhöhte RNA-Expression von TLR9 
beobachtet werden konnte. Durch den Einsatz von Cholera-Toxin als Adjuvanz (4, 
5) wurde TLR9-RNA auch im Vergleich zur Infektionskontrolle (2) gesteigert 
exprimiert.  
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5.2.7.2.5 Übersicht und Zusammenfassung: RNA-Expressionsprofil des 
Magens nach acht Wochen Infektionsdauer 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 10: Übersicht RNA-Expressionsprofil des Magens nach acht Wochen 
Infektionsdauer 
Übersicht über die RNA-Expression von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, Chemokinen, 
iNOS und TLRs im Magengewebe. 
- = Expression nicht signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
* = Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
+ = Expression signifikant erhöht im Vergleich zur Infektionskontrolle (2) 
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Durch eine Infektion mit H. pylori konnte, wie in Tabelle 10 gezeigt, nach acht 
Wochen Infektionsdauer die RNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine 
IFN-γ, IL-6, IL-1β, TNF, IL-18 und MIF im Magen signifikant gesteigert werden. Der 
Einsatz von Cholera-Toxin als Adjuvanz führte zu einem starken Anstieg der 
Expression von IL-6, IL-1β, TNF und MIF. IL-12p35- und IL-12p40-RNA wurde 
nach acht Wochen nur aufgrund des Einsatzes von Cholera-Toxin als Adjuvanz 
gesteigert exprimiert. Die erhöhte Expression des Leitzytokins der Th2-
Immunantwort IL-4, konnte im Vergleich zu den Kontrollgruppen nicht 
nachgewiesen werden. Allerdings wurde durch die Verwendung von Cholera-
Toxin als Adjuvanz gegenüber den Kontrollgruppen die gesteigerte Expression 
des regulatorisch wirksamen IL-10 induziert. Die beiden Chemokine KC und Mip-2 
zeigten eine verstärkte RNA-Expression, wobei KC in allen infizierten Tieren und 
Mip-2 nur nach Immunisierung mit H. pylori-Lysat nachgewiesen werden konnte. 
Die RNA-Expression von iNOS lies auf erhöhten nitrosativen Stress in allen 
infizierten Gerbils schließen. Durch die Verwendung von Cholera-Toxin als 
Adjuvanz konnte die Expression von TLR-2-RNA signifikant gesteigert werden. 
Eine Infektion mit H. pylori führte zu einer erhöhten RNA-Expression von TLR4, 
ebenso wie TLR9. Die Expression von TLR9 wurde durch den Einsatz von 
Cholera-Toxin als Adjuvanz noch verstärkt. Für TLR5 konnte acht Wochen nach 
der Infektion gegenüber den Kontrollgruppen keine gesteigerte Expression 
beobachtet werden. 
Nach acht Wochen Infektionsdauer führte eine Infektion mit H. pylori in diesem 
experimentellen Ansatz im Vergleich zu nicht-infizierten Gerbils zu einer Vielzahl 
verstärkt exprimierter proinflammatorischer Zytokine, Chemokine, iNOS und TLRs. 
Die Immunisierung mit H. pylori-Lysat zeigte zu diesem Zeitpunkt im Vergleich 
dazu kaum noch Wirkung, lediglich die Expression der beiden Chemokine KC und 
Mip-2 war infolgedessen gegenüber der unbehandelten Kontrolle erhöht. Die 
Verwendung von CpG-ODN als Adjuvanz zeigte bei intranasaler Verabreichung 
keine immunmodulierende Wirkung, während Cholera-Toxin zu einem starken 
Anstieg der RNA-Expression von hauptsächlich proinflammatorischen Zytokinen 
und auch gleichzeitig des regulatorisch wirksamen IL-10 führte. 
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5.3 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
Immunisierung mit Dendritischen Zellen 
 
Dendritische Zellen (DCs) spielen eine wichtige Rolle bei der Vermittlung von 
angeborener und adaptiver Immunantwort. In der initialen und unspezifischen 
Reaktion des Immunsystems sezernieren sie nach Kontakt mit Antigenen 
Zytokine, die zu einer Aktivierung von Zellen des angeborenen Immunsystems 
führen. Die Hauptaufgabe von Dendritischen Zellen liegt jedoch in der 
Prozessierung von Antigenen und deren Präsentation auf der Zelloberfläche. Sie 
fungieren daher als sogenannte Antigen-präsentierende Zellen. DCs können auch 
in vitro mit Antigenen gepulst und in den Wirt zurück transferiert werden. „Pulsen“ 
wird der experimentelle Vorgang genannt, bei dem durch in vitro-Kontakt mit 
Antigenen deren Aufnahme und Präsentation an der Zelloberfläche von DCs 
induziert wird. Diese Vorgehensweise wurde bereits für eine Reihe von 
experimentellen Tumorvakkzinierungen (van de Loosdrecht et al., 2009; Fujita et 
al., 2009), aber auch im Einsatz gegen Infektionserreger (McCormick et al., 2008) 
als Immunisierungsstrategie gebraucht. Da eine Infektion mit H. pylori bedingt 
durch bakterielle Faktoren zu einer „falschen“ Immunantwort führt, könnte das 
Pulsen von Dendritischen Zellen mit Erregerbestandteilen noch vor dem Kontakt 
mit dem Bakterium zu einer protektiven Reaktion des Immunsystems führen. 
Zunächst musste jedoch überprüft werden, ob eine Herstellung von vitalen DCs 
aus Gerbils unter Verwendung etablierter Methoden für das Mausmodell 
überhaupt möglich ist. 
 
5.3.1 Expression von GM-CSF, Differenzierung und Charakterisierung von 
Dendritischen Zellen aus Meriones unguiculatus 
Die Differenzierung von Dendritischen Zellen geschieht in vivo aus hämato-
poetischen Vorläuferzellen des Knochenmarks. Daher hat sich bei Mäusen 
folgendes experimentelles Vorgehen bewährt: Die Knochenmarkszellen werden 
aus den Ober- und Unterschenkelknochen herausgespült und je nach 
verwendetem Protokoll einige Tage mit GM-CSF inkubiert (Inaba et al., 2001; Son 
et al., 2002; Rossner et al., 2005; Nikolic et al., 2003). GM-CSF, der sogenannte 
Granulozyten-Makrophagen Kolonie-stimulierende Faktor, ist ein 
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Wachstumsfaktor, der die Ausdifferenzierung von APZs aktiviert. In Vorversuchen 
führte die Verwendung von kommerziell erhältlichem murinen GM-CSF im 
Tiermodell von Meriones unguiculatus zu keiner Differenzierung der 
Knochenmarkszellen. Zur Herstellung von Gerbil-DCs war also die Expression von 
artspezifischem GM-CSF notwendig. 
 
5.3.1.1 Detektion der Proteinexpression von GM-CSF durch Western Blot 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Abbildung 32: Detektion der Proteinexpression mithilfe eines 6xHis-Tags durch Western 
Blot in (a) nicht-transfizierten und (b) mit Gerbil GM-CSF (17,7kDa) transfizierten HEK293T 
Zellen 
HEK293T Zellen wurden gemäß der Kalziumphosphat-Präzipitations-Methode mit a) nur 
Expressionsplasmid und b) Expressionsplasmid mit integriertem GM-CSF transfiziert. Um die 
Detektion des Gerbil GM-CSFs zu ermöglichen, wurde zuvor ein 6xHis-Tag C-Terminal an das 
Gen kloniert. Die Expression des Proteins erfolgte für etwa 48 Stunden, danach wurde der 
Zellkulturüberstand filtriert und für einen Western Blot nach Anleitung des Herstellers verwendet. 
 
HEK293T Zellen wurden gemäß der Kalziumphosphat-Präzipitations-Methode mit 
dem Expressionsplasmid pQCXIP transfiziert, in welches zuvor das Gen für Gerbil 
GM-CSF mit einem 6xHis-Tag kloniert wurde. Nach sechs Stunden wurde das 
Zellkulturmedium gewechselt und die Zellen konnten für weitere 48 Stunden 
wachsen, um das Protein zu exprimieren. Der Zellkulturüberstand wurde 
abgenommen und filtriert. Um die Expression von Gerbil GM-CSF nachweisen zu 
können, wurde zum Zwecke der Detektion an den C-Terminus des Proteins ein 
6xHis-Tag kloniert. Um einen eventuell störenden Einfluss zu verhindern, wurde 
für funktionelle Analysen nur das native Protein ohne Tag benutzt. Der Nachweis 
von GM-CSF im Zellkulturüberstand erfolgte mithilfe von SDS Gelelektrophorese 
und anschließendem Western Blot. Als Negativkontrolle wurde der 
Expressionsvektor pQCXIP ohne Insertion von GM-CSF benutzt. Die Detektion 
- 20 kD 
- 25 kD 
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von GM-CSF ist in Abbildung 32 gezeigt, das 17,7kDa Protein wurde im 
Gegensatz zur Negativkontrolle stark exprimiert. 
 
5.3.1.2 Morphologische Charakterisierung von GM-CSF-behandelten 
Knochenmarkszellen  
 
Abbildung 33: Analyse der morphologischen Veränderung von Knochenmarkszellen nach 
sieben Tagen Wachstum (a) ohne oder (b) mit Zugabe von Gerbil GM-CSF 
Knochenmarkszellen wurden für sieben Tage mit (a) nur Zellkulturmedium oder (b) Zugabe von 
10% Zellkulturüberstand von GM-CSF-exprimierenden HEK293T Zellen inkubiert. Die Analyse der 
Zellen erfolgte mit einem invertierten Lichtmikroskop. Zytoplasmatische Fortsätze und die 
Ausbildung von Kolonien, charakteristisch für DCs, konnte nur in den mit GM-CSF inkubierten 
Zellen beobachtet werden. 
Die rote Box ist ein 2fach gezoomter Ausschnitt einer typischen Dendritischen Zelle.   
 
Die Bioaktivität des Zellkulturüberstands wurde an einer in vitro Kultur von 
Knochenmarkszellen getestet. Das Knochenmark wurde geerntet und 2x106 
Zellen/ml für sieben Tage mit 10% GM-CSF-haltigem Zellkulturüberstand oder nur 
Zellkulturmedium als Negativkontrolle inkubiert. Alle 2-3 Tage wurde die Hälfte des 
Mediums ausgetauscht. Nach sieben Tagen zeigten die in GM-CSF inkubierten 
Zellen, im Gegensatz zur Negativkotrolle, die typische Morphologie von 
Dendritischen Zellen. Wie in Abbildung 33 gezeigt, konnten verzweigte 
zytoplasmatische Fortsätze und die Ausbildung von Kolonien nur in den Zellen 
beobachtet werden, die mit rekombinantem GM-CSF inkubiert wurden. 
 
a b 
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5.3.1.3 Strukturelle Charakterisierung des Aktin-Zytoskeletts 
 
Abbildung 34: Färbung des Aktin-Zytoskeletts mit FITC-Phalloidin von (a) immaturen oder 
(b) maturen Dendritischen Zellen 
Knochenmarkszellen aus dem Gerbil wurden für sieben Tage mit 10% Zellkulturüberstand aus 
GM-CSF-exprimierenden HEK293T Zellen inkubiert. Danach wurden die Zellen für 24 Stunden (a) 
ohne oder (b) mit E. coli LPS inkubiert. Der Kontakt mit dem Antigen führte zu charakteristischen 
Veränderungen in der Zelle, dieser Vorgang wird Maturierung genannt. Dementsprechend handelt 
es sich bei DCs ohne Antigen-Kontakt um immature Zellen, nach Kontakt spricht man von maturen 
DCs. Die Färbung des Zytoskeletts erfolgte mit FITC-Phalloidin, einem Marker für F-Aktin. Die 
fluoreszente Auswertung erfolgte mit einem konfokalen Lasermikroskop. Immature DCs zeigten 
charakteristische zytoplasmatische Fortsätze (a), die nach Inkubation mit E. coli LPS nicht mehr 
sichtbar waren (b).  
 
Zur strukturellen Charakterisierung des Aktin-Zytoskeletts wurden Knochenmarks-
zellen für sieben Tage mit 10% GM-CSF-haltigem Zellkulturüberstand inkubiert. 
Die Zellen wurden auf spezielle Objektträger aufgebracht, dort erfolgte für 24 
Stunden eine Inkubation mit oder ohne E. coli LPS. LPS ist dafür bekannt, in DCs 
eine Maturierung zu induzieren (De Smedt et al., 1996; Granucci et al., 1999). 
Dabei handelt es sich um den zentralen Vorgang bei Dendritischen Zellen, der 
ihnen die Regulation der Immunantwort ermöglicht. Immature DCs können sich 
durch die Aufnahme von Antigenen zu maturen und damit Antigen-
präsentierenden Zellen entwickeln, wobei eine Reihe von charakteristischen 
phänotypischen und funktionellen Veränderungen ablaufen. Unter anderem 
kommt es auch zu einer morphologischen Umgestaltung der Dendriten und einer 
Restrukturierung des Zytoskeletts. 
b a 
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Nach der Inkubation mit E. coli LPS wurden die Zellen fixiert und mit FITC-
Phalloidin gefärbt, einem Marker für F-Aktin. Die Auswertung erfolgte mit einem 
konfokalen Lasermikroskop. Wie in Abbildung 34 a) gezeigt, waren bei immaturen 
DCs charakteristische zytoplasmatische Fortsätze sichtbar, die der Aufnahme von 
Antigenen dienen. Durch die Inkubation mit E.coli LPS kam es, wie in Abbildung 
34 b) gezeigt, zur Maturierung der Zellen, die mit einer Veränderung der Dendriten 
und Umstrukturierung des Zytoskeletts einherging. 
 
5.3.1.4 Phagozytose von GFP-exprimierendem H. pylori 
 
Abbildung 35: Phagozytose von GFP-exprimierendem H. pylori durch (a) immature oder (b) 
mature Dendritische Zellen 
Die Dendritischen Zellen wurden für 24h (a) ohne oder (b) mit E. coli LPS inkubiert. Der Kontakt mit 
dem Antigen führte zur Maturierung der DCs. Danach wurden die Zellen für zwei Stunden mit GFP-
exprimierendem H. pylori inkubiert und je nach Reifegrad der DCs kam es dabei zur Phagozytose 
von fluoreszensmarkierten bakteriellen Bestandteilen. Die fluoreszente Auswertung erfolgte mit 
einem konfokalen Lasermikroskop. Die Maturierung von DCs geht mit einer Reihe 
charakteristischer Veränderungen einher, unter anderem auch einer reduzierten Fähigkeit zur 
Antigen-Internalisierung. In reifen DCs (b) kam es daher im Gegensatz zu immaturen DCs (a) zu 
einer stark verminderten intrazellulären Aufnahme von H. pylori-Bestandteilen. 
 
Die Dendritischen Zellen wurden wie zuvor hergestellt (siehe 5.3.1.3) und für 24h 
ohne bzw. mit E. coli LPS inkubiert und danach für zwei Stunden mit GFP-
exprimierendem, vitalen H. pylori. Dabei kommt es je nach Reifegrad der DCs zur 
a b 
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Phagozytose von fluoreszensmarkierten bakteriellen Bestandteilen. Wie in 
Abbildung 35 a) gezeigt, verfügten immature DCs über eine ausgeprägte 
Phagozytosefähigkeit der GFP-markierten H. pylori-Antigene. Die Maturierung von 
DCs führte, wie in Abbildung 35 b) dargestellt, zu einem Verlust der Befähigung 
zur Internalisierung von Antigenen, in reifen DCs konnten deshalb intrazellulär 
deutlich weniger fluoreszensmarkierte H. pylori-Bestandteile nachgewiesen 
werden. 
 
5.3.1.5 Endozytose von FITC-Dextran 
 
Abbildung 36: Endozytose von FITC-Dextran nach Inkubation der Dendritischen Zellen mit 
PBS, LPS und lebendem H. pylori 
Die Dendritischen Zellen wurden für 24 Stunden mit PBS, E. coli LPS oder lebendem H. pylori 
inkubiert. Die Endozytosefähigkeit wurde durch die Inkorporation von FITC-Dextran und Zählung 
der durchschnittlichen Fluoreszenz mithilfe der FACS-Analyse gemessen. Dendritische Zellen, die 
mit LPS und H. pylori inkubiert wurden, verfügten aufgrund des Maturierungsprozesses über 
reduzierte Fähigkeiten zur Endozytose. H. pylori ist also ebenso wie E. coli LPS in der Lage, die 
Maturierung von DCs zu induzieren. 
Abgebildet ist der jeweilige Mittelwert mit n=3 
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Die Dendritischen Zellen wurden wie zuvor hergestellt (siehe 5.3.1.3) und für 24 
Stunden mit PBS als Negativkontrolle, E. coli LPS oder lebendem H. pylori 
inkubiert. Helicobacter ist wie LPS in der Lage, die Maturierung von DCs zu 
induzieren (Kranzer et al., 2004). Immature Dendritische Zellen zeigten eine 
ausgeprägte Endozytosefähigkeit, die durch die Internalisierung von FITC-Dextran 
in Abbildung 36 gezeigt wird. Die über den Mannose-Rezeptor vermittelte 
Endozytose ist für DCs ein wichtiger Vorgang zur Aufnahme von Antigenen zur 
späteren Präsentation an Lymphozyten (Hackstein et al., 2002). LPS und H. pylori 
führten beide zur Maturierung der DCs, wodurch aufgrund dieses Prozesses ihre 
Endozytosefähigkeiten stark reduziert wurden. 
 
5.3.1.6 Molekulare Charakterisierung 
Die Maturierung von DCs ist vom verwendeten Antigen abhängig. E. coli LPS ist 
ein oft verwendetes Stimulanz, das zur Reifung von DCs führt (Cho et al., 2010). 
Im direkten Vergleich mit H. pylori lassen sich jedoch auf molekularer Ebene 
charakteristische Unterschiede feststellen (Kranzer et al., 2004). Für eine 
detaillierte Analyse von Oberflächenmolekülen, Zytokinen, Chemokinen und Toll-
like Rezeptoren von Gerbils, wurde das bisher in dieser Arbeit verwendete 
quantitative PCR-System adaptiert. 
Die molekulare Charakterisierung der Dendritischen Zellen (Herstellung der DCs 
siehe: 4.1.5.2 Differenzierung von Dendritischen Zellen) erfolgte mit quantitativer 
TaqMan®-PCR. DCs wurden für acht Stunden mit PBS als Negativkontrolle, 
E. coli LPS oder lebendem H. pylori inkubiert. Jeweils vier Versuchsansätze 
wurden zur Extraktion der RNA vereint, revers transkribiert und für die TaqMan®-
PCR verwendet. 
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Abbildung 37: RNA-Expression von Oberflächenmolekülen 
Die Dendritischen Zellen wurden für acht Stunden mit PBS als Kontrolle, E. coli LPS oder 
lebendem H. pylori inkubiert. Die Extraktion der RNA, Reverse Transkription und quantitative PCR 
(TaqMan®) wurden nach Anleitung des Herstellers durchgeführt. 
37 a) Im Vergleich zur Kontrolle war die RNA-Expression von CD11c nach Inkubation mit LPS oder 
H. pylori signifikant erhöht. 
a b 
c d 
e 
Ergebnisse  134 
 
37 b) + e) Für CD14 und CD83 konnte gegenüber der Kontrolle eine gesteigerte Expression nach 
Inkubation mit H. pylori festgestellt werden, diese wurde jedoch durch den Einsatz von LPS um ein 
Vielfaches überragt. 
37 c) + d) Die Expression von CD80- und CD86-RNA war im Vergleich zur Kontrolle nach 
Inkubation mit H. pylori und LPS signifikant erhöht. 
* = PBS vs. LPS oder H. pylori; + = LPS vs. H. pylori; p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-
Test; n=4 
 
Die Expression von bestimmten Oberflächenmolekülen ist charakteristisch für 
Dendritische Zellen, so wie in Abbildung 37 gezeigt. CD11c, ein Integrin, welches 
man auf den meisten Dendritischen Zellen findet, wurde im Gegensatz zur PBS-
Negativkontrolle statistisch signifikant in den Versuchsansätzen exprimiert, die 
zuvor für acht Stunden mit LPS oder H. pylori inkubiert wurden. Eine statistisch 
signifikant gesteigerte RNA-Expression von CD14 und CD83 konnte nach 
Inkubation mit H. pylori nachgewiesen werden. Die Inkubation mit LPS, welches in 
der Lage ist die Maturierung von DCs einzuleiten, führte jedoch im Vergleich dazu 
zu einer um ein Vielfaches erhöhten Expression. CD14 ist ein Oberflächenprotein, 
das als Zielmolekül für LPS fungiert (Gioannini et al., 2007), während CD83 eines 
der bekanntesten Oberflächenmoleküle für komplett ausgereifte DCs darstellt 
(Prechtel et al., 2007a; Prechtel et al., 2007b). CD80 und CD86 fungieren als 
kostimulatorische Moleküle in der T-Zell-Aktivierung und ihre RNA-Expression 
konnte nach Inkubation mit H. pylori und LPS signifikant erhöht werden. 
 
 
Abbildung 38: RNA-Expression von Toll-like Rezeptoren 
38 a) Im Vergleich zur Kontrollgruppe war die Expression von TLR2-RNA nach Inkubation mit LPS 
oder H. pylori signifikant erhöht. 
a b 
b 
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38 b) + c) + d) Nach Inkubation mit H. pylori kam es zu einer gesteigerten RNA-Expression von 
TLR4, TLR5 und TLR9, welche gegenüber der Kontrollgruppe durch den Einsatz von LPS nicht 
beobachtet werden konnte. 
* = PBS vs. LPS oder H. pylori; + = LPS vs. H. pylori; p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-
Test; n=4 
 
Toll-like Rezeptoren sind als Oberflächenmembranrezeptoren in der Lage, 
Pathogen-assoziierte molekulare Strukturen (PAMPs) zu erkennen. In 
Abbildung 38 ist die RNA-Expression dieser Rezeptoren nach acht Stunden 
Inkubation mit LPS oder lebendem H. pylori gezeigt. TLR2 verfügt über ein weites 
Spektrum an Zielmolekülen und es kam sowohl durch Inkubation mit LPS als auch 
mit H. pylori zu einer unspezifischen, aber gegenüber der Negativkontrolle 
signifikant erhöhten Expression von TLR2-RNA. Eine gesteigerte Expression des 
TLR4-Rezeptors, der normalerweise für die Erkennung von LPS verantwortlich ist, 
konnte in diesem Versuchsaufbau statistisch signifikant nur in mit H. pylori 
inkubierten DCs nachgewiesen werden. Dieser Effekt wurde auch für die RNA-
Expression von TLR5 beobachtet. Der Rezeptor reagiert auf das Flagellin von 
begeißelten Bakterien und dementsprechend führte nur die Stimulation mit dem 
begeißelten Bakterium H. pylori zu einer statistisch signifikanten Expression von 
TLR5. TLR9 erkennt unmethylierte CpG-Motive in bakterieller DNA und auch hier 
kam es nur nach Inkubation mit H. pylori gegenüber der Negativkontrolle zu einer 
gesteigerten RNA-Expression. 
c d 
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Abbildung 39: RNA-Expression von Zytokinen 
39 a) Im Vergleich zur Kontrollgruppe kam es nach der Inkubation mit H. pylori zu einer signifikant 
erhöhten Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6, dies wurde jedoch durch den Einsatz 
von LPS um ein Vielfaches überragt. 
39 b) + c) + d) Die RNA-Expression von TNF, IL-12p40 und IL-10 konnte gegenüber der 
Kontrollgruppe sowohl durch Inkubation mit LPS als auch mit H. pylori signifikant erhöht werden. 
* = PBS vs. LPS oder H. pylori; + = LPS vs. H. pylori; p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-
Test; n=4 
 
Die Stimulation von Dendritischen Zellen führte zur RNA-Expression von pro- und 
antiinflammatorischen Zytokinen (Abbildung 39). Die Inkubation von DCs mit 
H. pylori resultierte im Vergleich zur Negativkontrolle in einer signifikant erhöhten 
RNA-Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-6. Durch den Einsatz von 
LPS wurde dies jedoch um ein Vielfaches überragt. Die frühen proinflammatorisch 
wirksamen Zytokine TNF und IL-12p40 zeigten nach Inkubation mit LPS und 
H. pylori gegenüber der Negativkontrolle eine signifikant erhöhte RNA-Expression. 
Dies konnte auch für das regulatorische Zytokin IL-10 beobachtet werden. 
d 
b a 
c 
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Abbildung 40: Expression von Chemokinen und iNOS 
40 a) + c) Durch den Einsatz von LPS konnte im Vergleich zur Negativkontrolle eine erhöhte 
Expression von KC- und iNOS-RNA beobachtet werden, die Inkubation mit H. pylori führte 
demgegenüber zu einem weiteren Anstieg.  
40 b) Die Inkubation mit LPS und H. pylori führte gegenüber der Kontrolle zu einer gesteigerten 
RNA-Expression von Mip-2. 
* = PBS vs. LPS oder H. pylori; + = LPS vs. H. pylori; p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-
Test; n=4 
 
Die beiden Chemokine KC und Mip-2 stellen die murinen Homologe zum 
humanen IL-8 dar. Eine Infektion mit H. pylori führt beim Menschen normalerweise 
zu einer erheblichen Expression des proinflammatorischen Zytokins IL-8 (Naito et 
al., 2008). Diese Beobachtung konnte, wie in Abbildung 40 gezeigt, auch für KC 
und Mip-2 bestätigt werden, welche im Vergleich zur Negativkontrolle eine 
statistisch signifikant gesteigerte Expression nach Stimulation mit H. pylori 
aufwiesen. Das für nitrosativen Stress verantwortliche Enzym iNOS wurde nach 
Inkubation der DCs mit LPS gegenüber der Kontrolle statistisch signifikant 
exprimiert, eine Stimulation mit H. pylori konnte dies jedoch noch steigern. 
a b 
c 
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Zusammenfassend ergab sich also eine für Dendritische Zellen charakteristische 
RNA-Expression der Oberflächenproteine CD11c, CD14, CD80, CD86 und CD83. 
In Bezug auf Toll-like Rezeptoren zeigte sich eine erhöhte Expression von TLR2, 
4, 5 und 9 vor allem nach einer Stimulation mit lebendem H. pylori. Während das 
proinflammatorische Zytokin IL-6 vor allem nach Kontakt mit LPS exprimiert 
wurde, konnte die gesteigerte TNF- und IL-12p40-Expression sowohl durch 
Inkubation mit LPS, als auch mit lebendem H. pylori nachgewiesen werden; 
ebenso wie die RNA-Expression des regulatorisch wirksamen IL-10. Die beiden 
Chemokine KC und Mip-2 zeigten ebenfalls eine erhöhte Expression nach 
Inkubation mit LPS und H. pylori. Die RNA-Expression des vor allem in der 
angeborenen Immunantwort wirksamen iNOS, konnte vor allem durch eine 
Stimulation mit H. pylori stark gesteigert werden. Die Herstellung von vitalen 
Dendritischen Zellen aus dem Gerbil ist also in vitro möglich, allerdings musste vor 
dem Einsatz im Tiermodell der Erhalt ihrer funktionellen Eigenschaften bestätigt 
werden. 
 
5.3.2 Stimulationsfähigkeit der Dendritischen Zellen in vitro 
In den vorhergehenden Experimenten konnte gezeigt werden, dass die 
Herstellung von Dendritischen Zellen in vitro aus dem Gerbil möglich ist. Die 
Hauptaufgabe von DCs ist die Präsentation von prozessierten Antigenen an ihrer 
Zelloberfläche. Durch Kontakt mit Lymphozyten, vor allem T-Zellen, kommt es zu 
deren Aktivierung. Daraufhin sezernieren sie eine Vielzahl an immunologisch 
wirksamen Proteinen, die den weiteren Verlauf der Immunantwort prägen. Diese 
sogenannten T-Helfer-Zellen spielen eine wichtige Rolle bei der Infektion mit 
H. pylori (Goll et al., 2007; O'Keeffe et al., 2008). 
Um die Interaktion der in dieser Arbeit erzeugten DCs mit T-Zellen beobachten zu 
können, erfolgte eine Koinkubation der beiden Zelltypen und eine anschließende 
Analyse der Expression des proinflammatorischen Zytokins IFN-γ durch 
quantitative TaqMan®-PCR. Die T-Zellen wurden zu diesem Zweck aus der Milz 
gewonnen. Der überwiegende Anteil der Milz besteht aus Lymphozyten, ca. 60% 
B-Zellen und über 30% T-Zellen (Schütz, 2004). Trotz des relativ niedrigen Anteils 
an T-Zellen, eigenen sich Milzzellen in Einzelzellkultur als ideales 
Untersuchungssystem für zelluläre Immunantworten (Deml et al., 2004).  
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Da in dieser Arbeit die Reaktion des adaptiven Immunsystems untersucht werden 
sollte, wurde zuvor ein Immunisierungsexperiment mit H. pylori-Lysat 
durchgeführt. Die Injektion erfolgte in die Schwanzwurzel, da hier durch die Nähe 
zu peripheren Lymphknoten ein optimaler Kontakt mit den Antigenen ermöglicht 
wird. Nach drei Wochen erfolgte eine Auffrischungsinjektion und schließlich die 
Organentnahme. Dabei wurden die Milzen entnommen und für die 
Splenozytenkultur verwendet. Sie wurden entweder mit PBS als Negativkontrolle, 
ungepulsten DCs, mit H. pylori-Lysat-gepulsten DCs oder mit H. pylori RNA-
gepulsten DCs inkubiert. Die für aktivierte T-Zellen charakteristische RNA-
Expression von IFN-γ wurde mithilfe einer TaqMan®-PCR gemessen. 
Durch das Pulsen mit H. pylori-Lysat kommt es zur Maturierung der DCs (Kranzer 
et al., 2004; Kranzer et al., 2005). Der Einsatz von RNA-transfizierten DCs hat sich 
in der Arbeit von Bacci et al. als vielversprechende Vakkzinierungsstrategie bei 
Infektionen mit Candida albicans herausgestellt (Bacci et al., 2002). Durch das 
Pulsen von DCs mit Candida-RNA aus unterschiedlichen Entwicklungsstufen, 
konnte in Mäusen eine jeweils gegensätzliche Immunantwort induziert werden. 
 
Abbildung 41: Stimulationsfähigkeit der Dendritischen Zellen in vitro 
Die Interaktion von Dendritischen Zellen mit T-Zellen wurde durch Koinkubation mit Splenozyten 
überprüft. Da in dieser Arbeit die Reaktion des adaptiven Immunsystems untersucht werden sollte, 
        Expression IFN-γ (RNA-Kopien/ml) 
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wurde den Gerbils vor der Entnahme der Milzen eine zweimalige Immunisierung mit PBS als 
Negativkontrolle bzw. H. pylori-Lysat verabreicht. Die Splenozyten wurden jeweils mit PBS als 
Negativkontrolle, mit ungepulsten, mit H. pylori-Lysat-gepulsten oder mit H. pylori-RNA-gepulsten 
DCs koinkubiert. Dabei zeigte sich eine gesteigerte Expression des für aktivierte T-Zellen 
charakteristischen Zytokins IFN-γ bei mit H. pylori-Lysat immunisierten Gerbils, vor allem bei einer 
Koinkubation mit Lysat-gepulsten, aber auch bei mit H. pylori-RNA gepulsten Dendritischen Zellen. 
Eine Inkubation der DCs ohne Splenozyten führte zu keiner erhöhten Expression von IFN-γ. 
* = Koinkubation mit PBS vs. Koinkubation mit DCs; + = Immunisierung mit PBS vs. Immunisierung 
mit H. pylori-Lysat; p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=3 
 
Bei einer Inkubation von Dendritischen Zellen ohne Splenozyten als 
Negativkontrolle, konnte keine erhöhte Expression des Zytokins IFN-γ beobachtet 
werden. Die Koinkubation von Splenozyten aus Gerbils, die mit PBS immunisiert 
wurden und unterschiedlich gepulsten DCs, führte zu einer nur leicht gesteigerten 
RNA-Expression von IFN-γ. Durch den Einsatz von H. pylori-Lysat als 
Immunisierung kam es aufgrund des vorherigen Kontakts mit dem Antigen zu 
einer Reaktion des adaptiven Immunsystems und damit zu einer starken 
Expression von IFN-γ, vor allem nach Koinkubation mit H. pylori-Lysat gepulsten 
DCs. In vitro konnte also durch den Kontakt der Splenozyten von zuvor mit Lysat 
immunisierten Gerbils  und Lysat-gepulsten DCs eine starke Aktivierung von 
T-Zellen beobachtet werden. 
 
5.3.3 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
Immunisierung mit Dendritischen Zellen 
Durch die vorhergehenden Experimente konnte bestätigt werden, dass die 
Herstellung von vitalen Dendritischen Zellen aus dem Gerbil möglich ist. Diese 
Zellen konnten in vitro mit Antigenen gepulst werden und führten dann zu einer 
unterschiedlichen Aktivierung von T-Zellen. Nun sollte im Rahmen eines 
Vakkzinierungsexperiments gezeigt werden, ob diese Effekte auch in vivo im 
Gerbil eine regulatorische Auswirkung auf die Infektion mit H. pylori haben. Dazu 
wurden DCs aus dem Gerbil mit PBS als Negativkontrolle, H. pylori-Lysat und 
H. pylori-RNA gepulst und wieder in die Tiere transferiert. 
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Zeitlicher Ablauf: 
 
 
Gruppenaufteilung:  
Gruppe (1): BB + PBS i.p. => keine Infektion, keine Behandlung 
Gruppe (2): BB + DCs i.p. => keine Infektion, ungepulste DCs 
Gruppe (3): Infektion Hp + DCs i.p. => Infektion + ungepulste DCs  
Gruppe (4): Infektion Hp + Dcs Lysat => Infektion + H. pylori Lysat-gepulste DCs 
Gruppe (5): Infektion Hp + Dcs RNA => Infektion + H. pylori RNA-gepulste DCs 
 
Der zeitliche Versuchsablauf gestaltete sich wie folgt: Die Immunisierung mit 
gepulsten DCs wurde insgesamt zweimal intraperitoneal mit jeweils einer Injektion 
pro Woche verabreicht. Die Kontrollgruppe (1) stellte die nicht-infizierte und nicht-
behandelte Kontrolle dar, Gruppe (2) wurde ebenfalls nicht infiziert erhielt aber 
eine Injektion mit ungepulsten DCs und Gruppe (3) wurde als Infektionskontrolle 
mit H. pylori infiziert. Die Immunisierung der Gerbils erfolgte einerseits mit Lysat-
gepulsten DCs (4), andererseits mit RNA-gepulsten DCs (5). Die Verabreichung 
der DCs fand vor der Infektion mit H. pylori statt. Das Experiment wurde nach vier 
Wochen Infektionsdauer beendet. Die Versuche wurden zwei Mal zu 
unterschiedlichen Zeitpunkten und voneinander unabhängig durchgeführt. 
 
5.3.3.1 Einfluss der Immunisierung mit DCs auf die H. pylori-induzierte 
Bildung spezifischer Antikörper 
 
Ergebnisse  142 
 
 
 
Abbildung 42: Einfluss der Immunisierung mit DCs auf die H. pylori-induzierte Bildung 
spezifischer Antikörper 
In der unbehandelten Kontrollgruppe (1) und der nicht-infizierten Gruppe (2), die eine Injektion mit 
ungepulsten DCs erhielt, zeigte sich keine signifikant erhöhte Bildung H. pylori-spezifischer 
Antikörper. Durch eine Infektion konnte in allen infizierten Gruppen (3, 4, 5) eine signifikante 
Steigerung von Immunglobulin G nachgewiesen werden. Nur die Injektion von Lysat-gepulsten 
DCs (4) führte zu einem signifikanten Anstieg der Antikörpertiter gegenüber infizierten Gerbils, die 
eine Injektion mit ungepulsten DCs erhielten (3), nicht jedoch die Verabreichung von RNA-
gepulsten DCs (5). 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (3, 4, 5); + = infiziert/nicht-gepulste (3) vs. infiziert/gepulste DCs (4, 
5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
Der Einfluss einer Infektion mit H. pylori und der vorhergehenden Immunisierung 
mit DCs auf den H. pylori-spezifischen Antikörpertiter ist in Abbildung 42 gezeigt. 
In der nicht-infizierten Kontrollgruppe, die nur eine Injektion mit PBS (1) und in der 
nicht-infizierten Gruppe, die eine Kontrollinjektion mit ungepulsten DCs erhielt (2), 
zeigte sich keine erhöhte Produktion von H. pylori-spezifischem Immunglobulin G. 
Im Vergleich dazu konnten in allen infizierten Gerbils (3, 4, 5) signifikant erhöhte 
Antikörpertiter gegen H. pylori beobachtet werden. Durch die Verabreichung von 
Lysat-gepulsten DCs wurde in infizierten Gerbils (4) ein signifikanter Anstieg der 
Antikörperproduktion gegenüber den Tieren festgestellt, die zwar ebenfalls eine 
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Infektion mit H. pylori, aber nur eine Injektion mit ungepulsten DCs erhielten (3). 
Die Injektion von RNA-gepulsten DCs führte im Gegensatz dazu nicht zu einer 
Erhöhung. Durch eine Infektion mit H. pylori kam es also zu einer verstärkten 
Produktion von gegen das Bakterium gerichtetem Immunglobulin G, die durch die 
Verabreichung von Lysat-gepulsten DCs gesteigert werden konnte. 
 
5.3.3.2 PCR-Nachweis von H. pylori im Magengewebe 
Der Nachweis von H. pylori-DNA im Magengewebe erfolgte durch die 
Amplifizierung eines charakteristischen Bereichs des bakteriellen Urease-Gens. 
Mithilfe dieser Methode konnte die Infektionseffizienz überprüft werden, eine 
quantitative Bestimmung der Bakterienlast war aber aufgrund der fehlenden 
Normalisierung mit einem konstitutiv exprimierten Gen nicht möglich. 
 
 
BB 
+ PB i.p. 
(1) 
BB 
+ DCs i.p. 
(2) 
Infektion Hp 
+ DCs i.p. 
(3) 
Infektion Hp 
+ DCs Lysat 
i.p. 
(4) 
Infektion Hp 
+ DCs RNA 
i.p. 
(5) 
Gesamtanzahl 
Gerbils 
6 6 6 6 6 
DNA-Nachweis 
positiv 
0 0 6 6 5 
DNA-Nachweis 
negativ 
6 6 0 0 1 
 
Tabelle 11: PCR-Nachweis von H. pylori-DNA im Magengewebe 
Der PCR-Nachweis von H.pylori-DNA im Magengewebe erfolgte durch die Amplifizierung eines 
charakteristischen Bereichs des Urease-Gens. Eine quantitative Bestimmung der Bakterienlast war 
mit dieser Methode nicht möglich, es handelte sich lediglich um eine Kontrolle der 
Infektionseffizienz. In allen nicht-infizierten Gerbils konnte keine H. pylori-DNA im Magengewebe 
amplifiziert werden. Bei den infizierten Tieren gab es einen Einzelfall, in dem es nicht zu einer 
erfolgreichen Kolonisierung des Magens durch H. pylori gekommen ist. 
 
Wie in Tabelle 11 gezeigt, konnte in allen zwölf nicht-infizierten Kontrolltieren 
keine H. pylori-DNA im Magengewebe festgestellt werden. Im Gegensatz dazu 
konnte bei den 18 infizierten Tieren lediglich in einer Maus keine erfolgreiche 
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Kolonisierung des Magens durch H. pylori nachgewiesen werden. Die 
durchgeführten Infektionen führten also bis auf ein Tier zu einer erfolgreichen 
Kolonisierung des Gerbil-Magens. 
 
5.3.3.3 Einfluss der Immunisierung mit DCs auf H. pylori-induzierte 
Entzündungserscheinungen im Magen 
 
Abbildung 43: Einfluss der Immunisierung mit DCs auf H. pylori-induzierte 
Entzündungserscheinungen im Magen (HE-Färbung) 
Gruppe (1): BB + PBS i.p. => Antrum, 100fache Vergrößerung 
Gruppe (2): BB + DCs i.p. => Antrum, 100fache Vergrößerung 
Gruppe (3): Infektion Hp + DCs i.p. => 3a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 3b: Lymphfollikel, 
200fache Vergrößerung 
 
 
 
 
1 2 
3a 3b 
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Gruppe (4): Infektion Hp + DCs Lysat i.p. => 4a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 4b: 
Lymphfollikel, 200fache Vergrößerung 
Gruppe (5): Infektion Hp + DCs RNA i.p. => 5a: Antrum, 100fache Vergrößerung; 5b: Lymphfollikel, 
200fache Vergrößerung 
 
In den nicht-infizierten Kontrollen (1, 2) konnten keine histopathologischen Veränderungen der 
Magenschleimhaut beobachtet werden. Alle mit H. pylori infizierten Gerbils (2, 3, 4, 5) zeigten eine 
ausgeprägte Infiltration von Entzündungszellen. Diese war jedoch auf die Lamina beschränkt und 
reichte nicht in die Tiefe des Bindegewebes. Auch Gewebedysplasie und Lymphfollikel konnten in 
allen infizierten Gerbils nachgewiesen werden. Die Ausprägung der histopathologischen 
Veränderungen war unabhängig von einer Injektion mit Lysat- oder RNA-gepulsten DCs. 
 
Der Einfluss der Immunisierung mit unterschiedlich gepulsten DCs auf H. pylori-
induzierte Entzündungserscheinungen in der  Magenschleimhaut ist in Abbildung 
43 gezeigt. Bei allen nicht-infizierten Tieren (1, 2) waren keine histopathologischen 
Veränderungen sichtbar. Mit H. pylori infizierte Gerbils (3, 4, 5) wiesen neben 
einer ausgeprägten Infiltration von Entzündungszellen auch Gewebedysplasie und 
Lymphfollikel auf. Die Infiltration der Entzündungszellen beschränkte sich dabei 
4a 4b 
5a 
5b 
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auf die Lamina und reichte nicht bis in die Tiefe des Bindegewebes der Tela 
submucosa. Die Injektion von Lysat- oder RNA-gepulsten DCs hatte auf die 
Ausprägung der histopathologischen Veränderungen keinen Einfluss. 
 
5.3.3.4 Einfluss der Immunisierung mit DCs auf die H. pylori-induzierte RNA-
Expression im Magengewebe 
5.3.3.4.1 Proinflammatorische Zytokine 
 
 
Abbildung 44: Einfluss der Immunisierung mit DCs auf die H. pylori-induzierte RNA-
Expression von proinflammatorischen Zytokinen im Magengewebe 
44 a) + d) Die Infektion mit H. pylori (3, 4, 5) führte im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollen (1, 2) 
zu einer statistisch signifikant erhöhten RNA-Expression der proinflammatorischen Zytokine IFN-γ 
und TNF. 
 
a 
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44 b) Durch die Injektion von Lysat- oder RNA-gepulsten DCs (4, 5) konnte die Expression von 
IL-6-RNA stark gesteigert werden. 
44 c) IL-1β-RNA wurde im Vergleich zu nicht-infizierten Kontrollgruppen (1, 2) statistisch signifikant 
in allen mit H. pylori infizierten Gerbils (3, 4, 5) exprimiert, die Verabreichung von Lysat-gepulsten 
DCs führte gegenüber der Infektions- und DC-Kontrolle (3) zu einer gesteigerten RNA-Expression. 
b 
c 
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44 e) Durch die Injektion von Lysat- oder RNA-gepulsten DCs (4, 5) konnte gegenüber der 
Kontrollgruppe (1) eine erhöhte RNA-Expression von IL-18 beobachtet werden. 
d 
e 
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44 f) Im Vergleich zur Kontrollgruppe (1) konnte durch die Injektion von Lysat- oder RNA-gepulsten 
DCs (4, 5) eine gesteigerte Expression von MIF-RNA beobachtet werden, wobei es bei der 
Verabreichung von Lysat-gepulsten DCs zu einer gegenüber der Infektions- und DC-Gruppe (3) 
statistisch signifikant gesteigerten RNA-Expression kam. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (3) vs. infiziert/immunisiert 
(4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
Wie in den Abbildung 44 a) und 44 d) gezeigt, war die im Vergleich zur nicht-
infizierten Kontrollgruppe (1) erhöhte RNA-Expression der proinflammatorischen 
Zytokine IFN-γ und TNF auf eine Infektion mit H. pylori zurückzuführen (3, 4, 5). 
Durch die Verabreichung von Lysat-gepulsten DCs kam es für IL-1β, wie in 
Abbildung 44 c) dargestellt, gegenüber der Infektions- und DC-Kontrollgruppe (3) 
zu einer gesteigerten Expression. In Abbildung 44 b) ist dargestellt, wie es nach 
der Injektion von Lysat- oder RNA-gepulsten DCs (4, 5) zu einer verstärkten 
Expression von IL-6-RNA kam. Wie in den Abbildungen 44 e) und f) dargestellt, 
führte die Injektion von Lysat- oder RNA-gepulsten DCs (4, 5) zu einer erhöhten 
RNA-Expression von IL-18 und MIF. Durch die Verabreichung von Lysat-
gepulsten DCs kam es bei MIF, wie in Abbildung 44 f) gezeigt, zu einer gegenüber 
der Infektionskontrolle (3) gesteigerten RNA-Expression. Zum Zeitpunkt vier 
Wochen nach Infektion der Gerbils mit H. pylori konnte im Vergleich zu den 
f 
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Kontrollen (1, 2) in keiner der Versuchsgruppen (3, 4, 5) eine statistisch signifikant 
veränderte RNA-Expression von IL-12 p35 oder p40 beobachtet werden (siehe 
Tabelle 12). 
5.3.3.4.2 Antiinflammatorische Zytokine 
In diesem Versuchsansatz kam es vier Wochen nach Infektion der Gerbils mit 
H. pylori gegenüber den Kontrollgruppen (1, 2) in allen behandelten und infizierten 
Gerbils (3, 4, 5)  zu keiner statistisch signifikant erhöhten RNA-Expression von 
IL-4 oder IL-10 (siehe Tabelle 12). 
 
5.3.3.4.3 Chemokine und iNOS 
 
 
 
Abbildung 45: Einfluss der Immunisierung mit DCs auf die H. pylori-induzierte RNA-
Expression von Chemokinen und iNOS im Magengewebe 
45 a) + c) Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) konnte in allen mit H. pylori infizierten 
Versuchsgruppen (3, 4, 5) eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von KC und iNOS 
beobachtet werden. 
 
 
a 
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45  b) Die Injektion von Lysat-gepulsten DCs (4) führte gegenüber der Infektions- und DC-Kontrolle 
(3) zu einer leicht gesteigerten RNA-Expression von Mip-2. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (3) vs. infiziert/immunisiert 
(4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
b 
c 
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Wie in den Abbildung 45 a) und c) gezeigt, konnte eine statistisch signifikant 
erhöhte RNA-Expression von KC und iNOS im Vergleich zur nicht-infizierten 
Kontrolle (1) in allen mit H. pylori infizierten Gerbils (4, 5) nachgewiesen werden. 
Bei Mip-2 führte die Injektion von Lysat-gepulsten DCs (4), wie in Abbildung 45 b) 
gezeigt, zu einer leicht gesteigerten RNA-Expression gegenüber der Infektions- 
und DC-Kontrolle (3). 
 
5.3.3.4.4 Toll-like Rezeptoren 
 
 
 
Abbildung 46: Einfluss der Immunisierung mit DCs auf die H. pylori-induzierte RNA-
Expression von TLRs im Magengewebe 
46 a) Die Injektion von gepulsten DCs führte bei infizierten Gerbils (4, 5) zu einer gegenüber der 
nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) erhöhten Expression von TLR2. 
 
 
a 
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46 b) Im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrolle (1) konnte in allen mit H. pylori infizierten 
Versuchsgruppen (3, 4, 5) eine statistisch signifikant erhöhte RNA-Expression von TLR9 
beobachtet werden. 
* = nicht-infiziert (1) vs. infiziert (3, 4, 5); + = infiziert/nicht-immunisiert (3) vs. infiziert/immunisiert 
(4, 5); p<0,05 nach Analyse mit Mann-Whitney-U-Test; n=6 
 
In Abbildung 46 a) ist die RNA-Expression von TLR 2 gezeigt. Durch die Injektion 
von gepulsten DCs konnte bei infizierten Gerbils (4, 5) eine gegenüber der nicht-
infizierten Kontrollgruppe (1) erhöhte Expression nachgewiesen werden. Im 
Vergleich zu den Kontrollgruppen (1, 2) konnte zum Zeitpunkt vier Wochen nach 
der Infektion keine gesteigerte RNA-Expression von TLR4 und TLR5 festgestellt 
werden (siehe Tabelle 12). TLR9-RNA wurde, wie in Abbildung 46 b) gezeigt, in 
allen mit H. pylori infizierten Versuchsgruppen (3, 4, 5) gegenüber der nicht-
infizierten Kontrolle (1) signifikant verstärkt exprimiert. 
 
 
 
 
 
b 
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5.3.3.4.5 Übersicht und Zusammenfassung: RNA-Expressionsprofil des 
Magens 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Tabelle 12: Übersicht RNA-Expressionsprofil des Magens 
Übersicht über die Expression von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen, iNOS, Chemokinen 
und TLRs im Magengewebe. 
- = Expression nicht signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
* = Expression signifikant erhöht im Vergleich zur nicht-infizierten Kontrollgruppe (1) 
+ = Expression signifikant erhöht im Vergleich zur Infektionskontrolle (3) 
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Wie in Tabelle 12 gezeigt, konnte in allen infizierten Gerbils eine erhöhte 
Expression der proinflammatorischen Zytokine IFN-γ, IL-1β und TNF im Magen 
beobachtet werden. Durch die Injektion von gepulsten DCs wurde die RNA-
Expression von IL-6, IL-18 und MIF gegenüber der nicht-infizierten Kontrollgruppe 
stark gesteigert. Eine gegenüber den Kontrollgruppen verstärkte Expression von 
IL-12 (p35 und p40 Untereinheit) konnte nicht beobachtet werden, ebenso wie die 
für eine Th2-Immunantwort wichtigen, antiinflammatorisch wirksamen Zytokine 
IL-4 und IL-10. Eine Infektion mit H. pylori führte zu einer erhöhten RNA-
Expression von KC und iNOS. Das Chemokin Mip-2 zeigte nach der Injektion von 
Lysat-gepulsten DCs eine gesteigerte RNA-Expression gegenüber der 
Infektionskontrolle. Im Vergleich zu den Kontrollgruppen konnte keine verstärkte 
Expression von TLR4 und TLR5 nachgewiesen werden. TLR2-RNA wurde nach 
Injektion von gepulsten DCs verstärkt exprimiert, während TLR9 in allen mit 
H. pylori infizierten Gerbils eine gesteigerte RNA-Expression aufwies.  
Die Infektion mit H. pylori führte also zu einer verstärkten Expression von 
proinflammatorisch wirksamen Proteinen. Gegenüber dieser konnte durch den 
Einsatz von Lysat-gepulsten DCs im Vergleich zu RNA-gepulsten DCs eine 
gesteigerte RNA-Expression von proinflammatorischen Zytokinen im Magen-
gewebe beobachtet werden. 
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6 Diskussion 
 
6.1 Das Gerbil-Tiermodell der H. pylori-Infektion 
 
Eine Infektion mit H. pylori führt zu einer starken proinflammatorischen Reaktion 
des Immunsystems, die aber nicht in der Lage ist, das Bakterium effektiv zu 
eradizieren. Um die hinter diesem Vorgang stehenden immunologischen Prozesse 
untersuchen zu können, ist ein geeignetes Tiermodell notwendig. Experimentelle 
Infektionen wurden zwar bereits mit vielen Tierarten durchgeführt, aber entweder 
waren hohe Kosten hinderlich oder es kam im Vergleich zum Menschen zu 
unterschiedlich ausgeprägten histopathologischen Veränderungen in Magen und 
Duodenum (Radin et al., 1990; Eaton et al., 1991; Dubois et al., 1994; Eaton et al., 
1994; Handt et al., 1995; Fox et al., 1995; Eaton et al., 1996). Mäuse haben sich 
als Standard-Labortiere etabliert und sind durch ihre kostengünstige Haltung und 
die große Verfügbarkeit immunologischer Reagenzien ein ideales Tiermodell. 
Allerdings kommt es bei Ihnen oftmals zu keiner Kolonisierung des Magens durch 
H. pylori. Deshalb wurde eine Infektion mit H. felis etabliert (Nedrud et al., 2001; 
Takaishi et al., 2007; Bergin et al., 2008; Waghray et al., 2010). 
Dieses Bakterium ist natürlicherweise in der Lage, den Mausmagen zu 
kolonisieren. Die dadurch ausgelösten pathologischen Veränderungen im Magen 
entsprechen allerdings nur zu einem Teil den im Menschen beobachteten (Ferrero 
et al., 2000). Außerdem ist für eine Untersuchung von Pathogenitätsfaktoren die 
Verwendung von H. pylori notwendig, da sich die einzelnen Stämme hierbei zum 
Teil deutlich voneinander unterscheiden, z.B. fehlen H. felis im Gegensatz zu 
H. pylori wichtige Gene bzw. sind inaktiv. 
1991 wurde eine Infektion mit H. pylori erstmals erfolgreich mit Gerbils, der 
Mongolischen Wüstenrennmaus oder Meriones unguiculatus, durchgeführt 
(Yokota et al., 1991). H. pylori ist in der Lage, den Magen dieser Tiere zu 
kolonisieren und es kommt im Vergleich zum Menschen zu ähnlichen 
histopathologischen Veränderungen. Eine Infektion von Gerbils mit H. pylori 
resultiert in einer Gastritis, die zuerst im Antrum sichtbar wird und sich nach 
einiger Zeit in den Korpus ausdehnt (Ikeno et al., 1999). Die Bildung von Ulcera 
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konnte sowohl im Magen als auch im Duodenum beobachtet werden, ebenso die 
Ausbildung von intestinaler Metaplasie und Adenokarzinomen (Honda et al., 
1998b; Honda et al., 1998a; Ikeno et al., 1999; Ogura et al., 2000; Ohkusa et al., 
2003; Watanabe et al., 1998). Auch die Untersuchung der Pathogenitätsfaktoren 
von H. pylori wurde mit diesem Tiermodell bereits erfolgreich durchgeführt. So 
konnten Stämme mit einer funktionellen Cag-Pathogenitätsinsel (PAI) deutlich 
mehr histologische Schäden hervorrufen als Cag-negative Stämme (Ogura et al., 
2000; Israel et al., 2001; Akanuma et al., 2002). Ein weiterer Vorteil von Gerbils 
sind die gegenüber Mäusen nur unwesentlich erhöhten Anschaffungs- und 
Unterhaltskosten. 
Aber auch dieses Tiermodell unterliegt einigen Einschränkungen. So kann nicht 
jeder H. pylori-Stamm den Gerbil-Magen gleich gut kolonisieren. Das erfordert 
entweder eine spezielle Auswahl der verwendeten Bakterien-Stämme oder eine 
Adaption der menschlichen Isolate an den Gerbil. Dazu werden die Tiere mit 
H. pylori infiziert und das Bakterium nach einigen Wochen wieder aus dem Magen 
reisoliert. Der dabei erhaltene Helicobacter ist dann normalerweise in der Lage, 
sofort den Magen von Gerbils zu kolonisieren. In Einzelfällen gibt es mittlerweile 
auch kritische Stimmen, die die generelle Tauglichkeit von Gerbils als 
Infektionsmodell anzweifeln (Otaka et al., 2006). In dieser Arbeit wurde aber 
beispielsweise nur ein einzelnes Hitzeschock-Protein als immunologischer 
Parameter betrachtet, was natürlich keine komplexen Aussagen über den Ablauf 
der Infektion mit H. pylori erlaubt. 
Auch das Geschlecht der verwendeten Gerbils spielt wie bei Mäusen eine wichtige 
Rolle. Männliche und weibliche C57/BL6 Mäuse unterscheiden sich in ihren 
Reaktionen auf eine Infektion mit H. pylori. Bei Weibchen kommt es während einer 
Langzeit-Infektion mit H. pylori zu verstärkten histopathologischen und 
apoptotischen Veränderungen im Magengewebe, ebenso zu einer gesteigerten 
epithelialen Proliferation (Court et al., 2003). Bei der Ausbildung von Magenkrebs 
konnte nach einer Infektion von C57BL/6 mit H. felis nach 13-15 Monaten jedoch 
kein geschlechtsspezifischer Unterschied festgestellt werden (Fox et al., 2003). 
Interessanterweise wurde bei weiblichen Mäusen durch eine vermehrte Produktion 
von IL-12 und IFN-γ eine gesteigerte Anfälligkeit für Autoimmunerkrankungen im 
Vergleich zu Männchen festgestellt (Kim et al., 1999). Die erhöhte 
Proteinkonzentration von IL-12 könnte durch eine Östrogen-bedingte Aktivierung 
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von STAT4, einem zellulären Transkriptionsfaktor, ausgelöst worden sein (Fox et 
al., 2003). Da IL-12 eine wichtige Rolle bei der H. pylori-Infektion spielt, wäre dies 
eine Erklärung für die unterschiedliche Suszeptibilität der Geschlechter (Court et 
al., 2003). Bei den verwendeten Mäusen handelte es sich jedoch um 
Inzuchtstämme, während Gerbils als Auszucht-Tiere gezüchtet werden. Dadurch 
erhöht sich die genetische Variabilität der einzelnen Tiere. Die beobachteten 
geschlechtsspezifischen Unterschiede wurden allerdings auch im Gerbil 
nachgewiesen. Nach einer vierwöchigen Infektion mit H. pylori konnte in 
weiblichen Gerbils eine erhöhte Expression von IFN-γ und IL-12p40 in der 
Magenschleimhaut beobachtet werden. Bei Männchen war die Produktion deutlich 
geringer, während epitheliale Proliferation und apoptotische Veränderungen 
vergleichbar ausgebildet waren (Crabtree et al., 2004). Da das Th1-geprägte 
Zytokinprofil weiblicher Gerbils dem menschlichen Infektionsablauf mit H. pylori 
am besten entspricht, wurden, wie in anderen wissenschaftlichen Untersuchungen 
ebenso üblich (Rieder et al., 2007; Hildebrandt et al., 2009), auch für diese Arbeit 
nur weibliche Tiere verwendet. 
Ein großer Nachteil bei der Verwendung von Gerbils ist, dass kommerzielle 
Reagenzien nur vereinzelt erhältlich und keine transgenen Tiere verfügbar sind. 
Da diese Faktoren wichtige Werkzeuge zur Analyse einer Reaktion des 
Immunsystems darstellen, mussten in dieser Arbeit alternative Methoden 
entwickelt werden, wie z.B. selbst entwickelte PCR-Verfahren. 
Trotz der genannten Nachteile haben sich Gerbils aufgrund der im Vergleich zum 
Menschen sehr ähnlichen histopathologischen Veränderungen im gastro-
duodenalen Bereich mittlerweile als geeignetes Standard-Modellsystem für die in 
vivo Untersuchung der H. pylori Infektion etabliert (Chi et al., 1999; Nozaki et al., 
2005; Kato et al., 2010; Martin et al., 2010; Hur et al., 2011). 
 
6.2 Klonierung von Gerbil-Genen und Etablierung einer 
immunologischen Analysemethode durch quantitative PCR 
 
Um die durch H. pylori ausgelöste Immunantwort im Gerbil analysieren zu können, 
wurde die Etablierung eines zuverlässigen Verfahrens erforderlich, welches am 
besten direkt am Ort des Geschehens anwendbar sein sollte, also im 
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Magengewebe. Für diese Art der Untersuchungen bietet sich die quantitative PCR 
an. Es wurde ein TaqMan® System für Gerbils etabliert, von dem sich im späteren 
Verlauf herausstellte, dass es nicht nur für die Untersuchung von Magengewebe 
geeignet ist. Auch die Analyse des Expressionsprofils von primären Zellkulturen, 
wie z.B. Splenozyten oder Dendritischen Zellen, ist mithilfe dieser Methode 
möglich. 
Grundvoraussetzung für die Anwendung dieser Methode ist eine bekannte DNA-
Sequenz. Vereinzelte Gerbil-Gensequenzen waren zum Zeitpunkt dieser Arbeit 
bereits im Datenbanksystem GenBank® (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) 
veröffentlicht. Die vorhandene Datenlage reichte jedoch für eine umfassende 
Analyse nicht aus.  
Für einige wenige Parameter (z.B. IFN-γ) konnte anhand bereits veröffentlichter 
DNA-Sequenzinformationen direkt ein Primer-Pärchen an den kodierenden 
Bereich angesetzt werden. Hierbei kam es immer zur Amplifikation eines PCR-
Produkts, welches nach einer Reamplifikation und Aufreinigung für die quantitative 
PCR verwendet werden konnte. In einigen Fällen konnten für einzelne Basen 
Abweichungen von den veröffentlichten Sequenzen festgestellt werden. Im 
Gegensatz zu Mäusen, die meist von Kolonien mit Inzucht-Stämmen abstammen, 
wurden die in dieser Arbeit verwendeten Gerbils als Auszucht-Tiere gezüchtet. 
Dadurch kommt es zur genetischen Variabilität zwischen einzelnen Tieren und 
auch zwischen Gerbil-Stämmen. 
Ein Großteil der bisher unbekannten Sequenzen konnte mit der Methode der 
sogennannten „Cross-species-PCR“ erhalten werden (Mai et al., 1994). Dazu 
wurde ein Sequenzvergleich zwischen Maus-, Ratte- und Humangenen 
durchgeführt und in diesen nach homologen Bereichen gesucht. Mus musculus 
(Hausmaus) hat sich hierbei als nützlichste Informationsquelle erwiesen, da das 
komplette Genom zu diesem Zeitpunkt bereits sequenziert und der Grad der 
Homologie zwischen Gerbil und Maus für eine Amplifizierung ausreichend war. In 
Bereichen mit größtmöglicher Übereinstimmung wurde dann ein Primer-Pärchen 
angesetzt und in den meisten Fällen konnte auf diese Art und Weise ein PCR-
Produkt amplifiziert werden. Um eventuelle Primer Fehlpaarungen ignorieren zu 
können, wurde die Schmelztemperatur während der PCR zum Teil sehr stark 
heruntergesetzt. 
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Bisweilen führte diese Methode jedoch auch nicht zum Erfolg bzw. das erhaltene 
DNA-Stück war zu kurz. In diesen Fällen konnten durch den Einsatz einer RACE-
PCR ausreichend lange DNA-(Teil-)Abschnitte amplifiziert werden (Gaucher et al., 
2001). Kernstück dieser Methode ist ein (dT)17-Adaptorprimer, der sehr gut an 
den Poly-A-Schwanz der verwendeten RNA bindet. In allen untersuchten Genen 
konnte mithilfe eines durchgeführten Homologieabgleichs ein passendes Teilstück 
von ca. 20 Basen gefunden werden. In diesem Bereich wurde dann ein für die 
RACE-PCR notwendiger sequenzspezifischer Primer angesetzt. 
Das erhaltene Gerbil-Gen wurde in einen Vektor subkloniert und anschließend 
sequenziert. Mit dieser Sequenz konnte schließlich die Erstellung von Primern und 
Sonden durchgeführt werden, die für eine TaqMan®-PCR erforderlich sind. Die 
Klonierung der Gerbil-Gene diente neben dem Erhalt von Sequenzinformationen 
zusätzlich zur Herstellung eines Plasmid-Standards. Für eine quantitative PCR 
muss  die Anzahl der gemessenen Gen-Kopien mit einem vorgegebenen Standard 
verglichen werden. Auf dieser Grundlage wurden 26 verschiedene TaqMan®-
Systeme etabliert. 
Bei der Verarbeitung der Proben wurde zuerst die RNA isoliert und mit DNase 
verdaut, wodurch eine Fehlamplifizierung von genomischer DNA verhindert 
werden sollte. Dies wird normalerweise durch das Design von Primern verhindert, 
die Exon- und Introngrenzen überspannen. Da das aufgrund der fehlenden 
Sequenzinformationen für Gerbils nicht möglich war, wurde die Behandlung mit 
DNase durchgeführt. Es konnte eine sehr gute Reduktion der genomischen DNA 
um ca. 99,8% erreicht werden (Daten aus Vorversuch, nicht gezeigt). Nach der 
Reversen Transkription wurde die erhaltene cDNA für die TaqMan®-PCR 
verwendet. Die quantitative Auswertung erfolgte mithilfe eines Plasmid-Standards, 
wobei das Plasmid das zu analysierende Gerbil-Gen enthielt. Dieser Standard 
wurde zuvor durch Messung der optischen Dichte auf eine definierte Anzahl 
Kopien des Plasmids pro ml eingestellt. 
Bei Magengewebe wurde aufgrund der unterschiedlichen Probengröße und der 
damit verbundenen undefinierten Anzahl an Zellen eine sogenannte 
„Normalisierung“ nötig. Dazu wurde der Wert des gesuchten Gens durch das 
konstitutiv exprimierte Haushaltsgen HPRT (Hypoxanthin-Phosphoribosyl-
Transferase) dividiert. Bei Zellkulturen, wie z.B. Dendritischen Zellen oder 
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Splenozyten, war dieses Vorgehen nicht nötig, da hier eine genau definierte 
Anzahl an Zellen verwendet wurde. 
Der große Vorteil der quantitativen PCR ist die Möglichkeit einer sehr genauen 
Analyse von Expressionsprofilen direkt am Ort des Geschehens, also bei einer 
Infektion mit H. pylori direkt im Magengewebe. In dieser Arbeit sollte nun versucht 
werden, die Reaktion des Gerbil-Immunsystems auf eine Infektion mit H. pylori 
durch verschiedene immunologisch wirksame Substanzen oder durch eine 
präventive Immunisierung zu verändern und die Immunantwort mithilfe der zuvor 
etablierten Methoden zu analysieren. 
 
6.3 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
immunstimulatorische Oligodeoxynukleotide (ODNs) 
 
Eine Infektion mit H. pylori führt zu einer Th1-Immunantwort, in der Regel 
persistiert die Infektion jedoch lebenslang. CpG-Oligodeoxynukleotide (CpG-
ODNs) sind für ihre Th1-verstärkende Wirkung bekannt (Sommer et al., 2004; Shi 
et al., 2005; Zhang et al., 2011). Dabei handelt es sich um bakterielle 
Sequenzmotive, die als „Alarmsignal“ auf eine Invasion durch Bakterien dienen 
und zu einer Aktivierung des Immunsystems führen. Der Austausch von nur einer 
Base (G statt C, also GpG-ODNs) führte zu einer suppressiven Wirkung in Th1-
vermittelten Autoimmunerkrankungen (Ho et al., 2003; Ho et al., 2005; Jie et al., 
2006; Graham et al., 2010). Die Wirkung dieser beiden gegensätzlichen 
Oligodeoxynukleotide auf die Infektion mit H. pylori könnte also einmal in einer 
möglichen Verstärkung der Immunantwort bzw. einer Suppression dieser liegen. 
Um dies im Gerbil überprüfen zu können musste allerdings vorher ausgetestet 
werden, ob die verwendeten Sequenzabfolgen der ODNs, die eigentlich für Mäuse 
optimiert wurden, auch im Gerbil zu einer veränderten Reaktion des 
Immunsystems führen. Dazu wurden naive Gerbil-Splenozyten in Kultur 
genommen und mit verschiedenen Konzentrationen und Kombinationen von CpG- 
und GpG-ODNs stimuliert. Naivität steht in diesem Zusammenhang für einen 
immunologischen Begriff und bedeutet, dass die Tiere bisher noch nicht mit 
H. pylori in Kontakt gekommen sind. Das Splenozyten-Modell ist eine einfache und 
zuverlässige Methode, um den Einfluss von Bakterien, bakteriellen Strukturen 
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oder auch einzelnen Substanzen auf den zellulären Zweig des Immunsystems zu 
beobachten (Deml et al., 2004). Die Analyse der Immunantwort erfolgte 
stellvertretend durch das proinflammatorische Zytokin IL-6, das sich durch seine 
stark gesteigerte Expression nach Stimulation mit ODNs auszeichnet (Klinman et 
al., 1996; Wattrang et al., 2005; Knuefermann et al., 2007; Patel et al., 2008). 
Tatsächlich kam es bei steigender Konzentration von CpG-ODNs zu einer 
erhöhten Expression von IL-6. Wurde das CpG-ODN bei einer konstanten 
Konzentration belassen und zusätzlich aber das suppressive GpG-ODN 
zugegeben, so kam es zu einer Abnahme der IL-6 RNA-Expression. In vitro 
konnte also ein proinflammatorischer Vorgang durch CpG-ODN induziert und 
durch die zusätzliche Gabe von GpG-ODNs verringert werden. Nun stellte sich die 
Frage, ob dieser Effekt auch in vivo beobachtet werden kann und im Gerbil zu 
einer Veränderung der durch H. pylori ausgelösten Immunantwort führt. 
Als Applikationsform der ODNs wurde eine intraperitoneale Injektion gewählt. 
Durch die hohe Resorptionskraft der Tunica serosa kann somit eine gute 
Aufnahme der verabreichten ODNs gewährleistet werden. Als Einzeldosis wurde 
jedem Gerbil eine Konzentration von 50µg ODNs injiziert. In der Arbeit von 
Chirgwin et al. wurden verschiedene CpG-Sequenzmotive intraperitoneal im Gerbil 
ausgetestet (Chirgwin et al., 2003). Hierbei kamen unterschiedliche 
Konzentrationen zum Einsatz und ein Bereich um 60µg stellte sich als optimale 
Konzentration mit dem größten immunstimulatorischen Potenzial heraus. In der 
vorliegenden Arbeit wurde aufgrund der Kombination mit einem weiteren Antigen 
eine etwas verringerte Konzentration gewählt und dementsprechend 50µg 
eingesetzt. Die Injektion der ODNs erfolgte vor, während und nach den 
experimentellen Infektionen mit H. pylori. Das Experiment wurde nach vier 
Wochen Infektionsdauer beendet. 
Eine Infektion mit H. pylori über vier Wochen zu beobachten, ist ein 
vergleichsweise kurzer Zeitraum. Für Gerbils werden normalerweise Zeiträume im 
Bereich von mehreren Wochen oder Monaten verwendet (Gamboa-Dominguez et 
al., 2007; Tatematsu et al., 2007; Franco et al., 2008; Toyoda et al., 2008; Flahou 
et al., 2010). Allerdings geht es hierbei oft um die Analyse des Vorgangs der 
Karzinogenese, was natürlich einen größeren Zeitrahmen erfordert. In dieser 
Arbeit ging es hauptsächlich um die Erstellung eines Immunprofils zu Beginn der 
Infektion, wofür sich das in der Arbeitsgruppe bei Mäusen etablierte 
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Kurzzeitinfektionsmodell von vier Wochen hervorragend eignet. Um eine 
Korrelation mit den histopathologischen Veränderungen in der Magenschleimhaut 
zu erreichen, wurde der speziell für diesen Zweck selektierte H. pylori-Stamm 
Ca117G verwendet (Ca117: Bezeichnung des ursprünglichen Patientenisolats, G: 
Gerbil-adaptiert). Dieser zeichnet sich dadurch aus, dass er bereits nach kurzer 
Zeit zu einer ausgeprägten Gastritis im Magen führt. In einem später folgenden 
Versuchsteil mit Schwerpunkt auf der Beobachtung von längerfristigen Effekten, 
wurde zusätzlich eine Infektionsdauer von acht Wochen gewählt. 
In allen infizierten Gerbils konnte eine erhöhte Produktion von gegen H. pylori 
gerichtetem Immunglobulin G beobachtet werden. Immunglobulin G wird erst in 
der  Phase der adaptiven Immunantwort gebildet, bleibt dafür aber lange erhalten. 
Es ist ein sehr guter Nachweis für eine bereits länger andauernde oder 
durchgemachte Infektion. H. pylori führte also zu einer Aktivierung des humoralen 
Immunsystems, die im Gegensatz zur zellulären Immunität über Antikörper 
vermittelt wird. Genauere Aussagen wären nur durch eine Untersuchung der 
verschiedenen Iso- und Subtypen der Antikörper möglich gewesen. So deuten 
sekretiertes IgG2a und IgG3 bei Mäusen und Menschen auf eine Th1-
Immunanwort hin, während das Vorhandensein von IgG1 und IgE für Th2 spricht 
(Brinkmann et al., 1997; Yoh et al., 2003). Die für eine solch differenzierte Analyse 
erforderlichen Antikörper sind jedoch nicht für Gerbils erhältlich. Der gemessene 
Antikörpertiter eignet sich allerdings sehr gut zur Beurteilung der Effektivität der 
experimentellen Infektion mit H. pylori. In nicht-infizierten Tieren wurden deutlich 
niedrigere Titer festgestellt, als in infizierten Gerbils. Mithilfe dieser Methode kann 
allerdings nur ein zuvor stattgefundener Kontakt mit H. pylori bestätigt werden, es 
handelt sich um keinen direkten Bakteriennachweis. Dies kann durch einen 
positiven PCR-Nachweis des H. pylori Urease-Gens im Magengewebe 
durchgeführt werden. Der große Vorteil der PCR-Methode ist der direkte Nachweis 
von DNA im Gewebe, die Tiere mussten also zuvor stabil mit dem Bakterium 
infiziert worden sein. Andererseits ist damit auch eine Unterscheidung von 
H. pylori und anderen Subspezies möglich, die natürlicherweise den Magen 
kolonisieren (Mahler et al., 1998; Zhang et al., 2005). Durch die Kombination von 
Antikörpertiterbestimmung und PCR-Nachweis konnte daher eine sichere 
Identifikation von erfolgreich infizierten oder nicht-infizierten Tieren erreicht 
werden. 
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Bei allen infizierten Gerbils wurde nach der Infektion mit H. pylori histologisch eine 
ausgeprägte Infiltration von Entzündungszellen nachgewiesen. Diese beschränkte 
sich allerdings auf die Lamina und reichte nicht in die Tiefe des Bindegewebes der 
Tunica musularis. Ebenso konnten in allen infizierten Tieren Gewebedysplasie 
(Veränderungen der Gewebestruktur) und Lymphfollikel (Ansammlung von 
Entzündungszellen) beobachtet werden. Die Ausprägung der histopathologischen 
Veränderungen ist dabei von einer Reihe von Faktoren abhängig, der wichtigste 
ist wohl der zur Infektion verwendete Stamm. Besonders CagA scheint in Bezug 
auf die Pathogenität des einzelnen Bakterienstamms eine große Rolle zu spielen. 
So zeigten sich bei Arbeiten mit Gerbils mit Cag-positiven Stämmen generell 
verstärkte Reaktionen im Magengewebe (Hirayama et al., 1996a; Honda et al., 
1998b; Kirchner et al., 2001; Chen et al., 2007). Stämme aus dem asiatischen 
Raum besitzen gegenüber europäischen Stämmen eine erhöhte Aggressivität, da 
sie in fast allen Fällen eine Pathogenitätsinsel besitzen (Blaser et al., 2001). Auch 
bei dem in dieser Arbeit verwendeten Ca117G handelt es sich um einen CagA+ 
Stamm. Die Fähigkeit des Bakteriums zur Kolonisierung und der Ausprägungsgrad 
der Veränderungen in der Magenschleimhaut sind also vor allem vom 
verwendeten Stamm abhängig. 
Das immunologische Zusammenspiel von angeborener und adaptiver 
Immunantwort im Magen bei einer Infektion mit H. pylori ist sehr komplex. 
Zusammenfassend konnte in diesem Versuchsteil durch quantitative PCR in allen 
infizierten Gerbils eine gesteigerte RNA-Expression der proinflammatorischen 
Zytokine IFN-γ und IL-1β im Magen nachgewiesen werden. Durch den Einsatz von 
ODNs wurden zusätzlich die ebenfalls proinflammatorisch wirksamen Zytokine 
IL-6, TNF und IL-18 verstärkt exprimiert. Eine erhöhte RNA-Expression der für 
eine Th2-Immunantwort bedeutendsten, antiinflammatorisch wirksamen Zytokine 
IL-4 und IL-10 konnten hingegen nicht nachgewiesen werden. Die Expression von 
iNOS war in allen infizierten Tieren stark gesteigert und deutete damit auf 
erhöhten nitrosativen Stress hin. Die beiden Chemokine KC und Mip-2, murine 
Homologe für IL-8, wurden ebenfalls verstärkt exprimiert. Eine gesteigerte RNA-
Expression der beiden Toll-like Rezeptoren TLR4 und TLR9, beide von Bedeutung 
bei der Erkennung von bakteriellen Zellwandbestandteilen, wurde in allen 
infizierten Gerbils nachgewiesen. In Kombination mit Ergebnissen aus der 
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Literatur konnte dadurch das Schema für einen möglichen Ablauf der Infektion mit 
H. pylori weiter verfeinert werden. 
 
 
 
Abbildung 47: Ablauf einer Infektion mit H. pylori und Aktivierung der verschiedenen 
Immunzellen 
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Der Kontakt von H. pylori mit den Zellen des Magenepithels verläuft über eine Reihe von 
Oberflächenrezeptoren, wobei Toll-like Rezeptoren eine wichtige Rolle bei der Induktion 
intrazellulärer Signalwege spielen. Durch die Bindung von bakteriellen Bestandteilen kommt es zu 
einer Aktivierung von Makrophagen, welche daraufhin proinflammatorische Zytokine produzieren. 
Dendritische Zellen nehmen die Antigene von H. pylori auf und prozessieren diese, um sie dann an 
CD4+ T-Helfer-Zellen zu präsentieren. Aktivierte T-Helfer-Zellen führen über die Produktion von 
IFN-γ zu einer Differenzierung von B-Zellen zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen. Das 
sekretierte IFN-γ führt aber auch zu einer weiteren Aktivierung vom Makrophagen, wodurch noch 
mehr proinflammatorische Zytokine produziert werden. Eine Gegenregulation über IL-10, welches 
die Aktivierung von Makrophagen einschränken kann, scheint im Fall einer Infektion mit H. pylori 
nicht stattzufinden. 
(Einzelabbildungen aus: http://www.madrimasd.org/blogs/microbiologia/2009/02/21/113252; Abbas 
et al., 2003) 
 
Konservierte bakterielle Strukturen, sogenannte PAMPs (Pathogen Associated 
Molecular Patterns) werden über Toll-like Rezeptoren erkannt und führen zu einer 
Aktivierung einer Reihe von wichtigen intrazellulären Signalwegen (Wang et al., 
2002). LPS von Gram-negativen Bakterien interagiert mit TLR-4 und induziert die 
Sekretion proinflammatorischer Zytokine, außerdem beeinflusst TLR4 die 
Aktivierung von TLR2 (Uno et al., 2007; Anand et al., 2008). Bakterielles 
Lipoprotein und Peptidoglykane von Gram-positiven Bakterien werden vor allem 
durch TLR2 erkannt. Bakterielle CpG-DNA kann direkt an TLR9 binden. Diese 
CpG-Motive kommen in Bakterien etwa 20mal häufiger vor als in Säugetieren und 
sind ein Alarmsignal für eine bakterielle Invasion (Krieg, 2002). Die Bindung an 
TLR9 führt zu einer Aktivierung von Makrophagen (Schroder et al., 2007). 
Außerdem wird in Kooperation mit TLR4 die Freisetzung von IL-12 aus DCs 
angeregt, welches zur Stimulation von Th1-Zellen führt und damit ein 
Verbindungsglied zur adaptiven Immunantwort darstellt (Theiner et al., 2008). 
Zusätzlich stimuliert TLR9 die Produktion von IFN-γ aus NK-Zellen, welches 
wiederum zur Aktivierung von Makrophagen führt (Roda et al., 2005). TLR9 spielt 
also eine wichtige Rolle bei der Induktion von Th1-Immunantworten (Ito et al., 
2007). Aufgrund seiner evolutionär veränderten Flagellen-Struktur kann H. pylori 
nicht über TLR5 detektiert werden (Sanders et al., 2006; Galkin et al., 2008).  
Nachdem bakterielle Bestandteile von H. pylori durch Toll-like-Rezeptoren erkannt 
wurden, kommt es zu einer Aktivierung von Makrophagen. Diese sekretieren frühe 
proinflammatorische Zytokine und leiten damit direkt zellpathologische Effekte ein. 
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In der frühen Phase der Immunantwort  spielt auch die Expression von iNOS eine 
wichtige Rolle. Dieses Enzym ist für die Entstehung von bakterizid wirksamem 
nitrosativen Stress verantwortlich. Dabei konnte gezeigt werden, dass die 
Produktion von iNOS durch IFN-γ stark gesteigert werden kann (Utaisincharoen et 
al., 2004). Die Stimulation von Makrophagen führte zur Expression von frühen 
proinflammatorischen Zytokinen, wie z.B. TNF, IL-12, IL-1β und IL-18. Diese 
werden allerdings nicht nur von Makrophagen gebildet, sondern von einer Vielzahl 
an Immunzellen. Der wichtigste Stimulus für die Expression von TNF und IL-18 ist 
das LPS von Gram-negativen Bakterien (Kohn et al., 1995; Freudenberg et al., 
2003). Die Sekretion von TNF durch LPS-stimulierte Makrophagen konnte durch 
die Wirkung von IFN-γ weiter verstärkt werden (Berner et al., 2005). IL-18 führte 
wiederum zu einer Produktion von IFN-γ durch NK und T-Zellen (Kawashima et al., 
2004). Besonders in Kombination mit IL-12 ist IL-18 damit ein Vermittler der 
zellulären Immunität. 
Dendritische Zellen werden sowohl durch direkten Kontakt mit den Antigenen von 
H. pylori als auch über den durch bakterielle Bestandteile aktivierten TLR9-
Rezeptor vermittelt aktiviert und sekretieren das frühe proinflammatorische Zytokin 
IL-12. Dieses regt wiederum die Produktion von IFN-γ aus NK-Zellen an, welches 
zu einer weiteren Aktivierung von Makrophagen führt (Parihar et al., 2002; Zhang 
et al., 2010). Die bakteriellen Antigene werden von DCs aufgenommen, 
prozessiert und auf der Zelloberfläche präsentiert. Hier können sie nun mit CD4+ 
T-Helfer-Zellen interagieren, wodurch sich der weitere Verlauf der Immunantwort 
entscheidet. Bei der Infektion mit H. pylori kommt es zu einer Produktion von IL-12 
durch DCs, wodurch eine Th1-dominante Immunantwort induziert wird (Guiney et 
al., 2003; Mitchell et al., 2007). Wäre zu diesem Zeitpunkt das Zytokinmilieu vom 
antiinflammatorisch wirksamen IL-4 geprägt, würde es zu einer Th2-Reaktion des 
Immunsystems kommen (Webb et al., 2007; Guenova et al., 2008). Die CD4+ T-
Helfer-Zellen sekretieren aufgrund des zuvor produzierten IL-12 nur das Th-1-
vermittelnde Zytokin IFN-γ (D'Elios et al., 2005). Dadurch kommt es zu einer 
Differenzierung von B-Zellen zu Antikörper-produzierenden Plasmazellen. 
In dieser Arbeit konnte festgestellt werden, dass eine Infektion mit H. pylori in 
Gerbils zu einer starken Produktion von gegen das Bakterium gerichteten 
Antikörpern führt. Durch den Einfluss von IFN-γ kommt es weiterhin zu einer 
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Aktivierung von Makrophagen. Diese sekretieren proinflammatorische Zytokine 
und Chemokine wie MIF, KC und Mip-2, die eine Rekrutierung von 
Entzündungszellen, z.B. Neutrophilen, an den Ort der Infektion bewirken (D'Elios 
et al., 2005). Neutrophile spielen eine wichtige Rolle bei der initialen 
Immunantwort und können durch die Bildung von reaktiven Sauerstoffspezies 
Bakterien oder befallen Gewebebereiche abtöten (Kobayashi, 2008). Von 
Makrophagen exprimiertes IL-6 trägt ebenfalls zur Differenzierung von 
Plasmazellen bei. Dabei ist die Expression dieser Zytokine und Chemokine nicht 
nur auf Makrophagen beschränkt, sondern sie werden von einer Vielzahl an 
Immunzellen produziert. 
Eine erhöhte Sekretion von IL-4, einem charakteristischen Th-2 Zytokin, konnte in 
diesem Versuchsteil nicht beobachtet werden. Auch scheint keine 
Gegenregulation der Entzündungserscheinungen über IL-10, welches die 
Aktivierung von Makrophagen einschränken kann, stattzufinden (Ding et al., 1993; 
Wang et al., 2001b; Kurnatowski et al., 2010). Dabei könnte es sich 
möglicherweise um ein methodisches Nachweisproblem handeln, da 
regulatorische Zytokine wie IL-4 bereits in sehr geringen Konzentrationen wirksam 
sind (Guenova et al., 2008). Allerdings handelt es sich bei der quantitativen PCR 
um eine sehr empfindliche Nachweismethode, so dass diese Möglichkeit eher 
unwahrscheinlich scheint. Vielmehr könnte die nur basale Expression 
antiinflammatorischer Zytokine auf die Ursache für die starken histopathologischen 
Veränderungen hindeuten, die in der Magenschleimhaut von Gerbils sichtbar 
waren. Durch die ständige Aktivierung proinflammatorischer Vorgänge kommt es 
über einen längeren Zeitraum zu immer stärkeren Gewebeschäden. 
Zusammenfassend wurde durch den Einsatz von CpG- und GpG-ODNs eine 
größere Anzahl an proinflammatorischen Zytokinen exprimiert, die Stärke der 
Expression war allerdings mit der von nur mit H. pylori infizierten Gerbils 
vergleichbar. Durch die Verabreichung von sowohl CpG- als auch GpG-ODNs 
zeigte sich eine Modulation der Immunantwort in Richtung Th1. Es kam jedoch 
weder beim Expressionsprofil des Magens noch bei Betrachtung der 
histologischen Befunde zu einem signifikanten Unterschied gegenüber den 
infizierten, aber nicht mit ODNs behandelten Kontrolltieren. 
Die möglichen Gründe hierfür sind vielfältig. Die verwendeten ODN-Sequenzen 
waren eigentlich für das Mausmodell entwickelt und optimiert. Während CpG-
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ODNs mittlerweile vereinzelt auch bei Gerbils eingesetzt werden (Chirgwin et al., 
2003; Ivory et al., 2007), beschränkt sich die Verwendung von GpG-ODNs 
weiterhin auf Mäuse (Ho et al., 2005; Jie et al., 2006; Graham et al., 2010). 
Aufgrund der wenigen Untersuchungen zur Wirkungsweise von ODNs im Gerbil 
könnte es also sein, dass sich trotz der zuvor durchgeführten in vitro Austestung 
im Splenozyten-Modell, der immunstimulatorische Effekt im Infektionsgeschehen 
mit H. pylori in vivo so nicht zeigt. Möglicherweise war auch die intraperitoneale 
Verabreichung nicht der optimale Weg. Der Austausch der Peritonealhöhle mit der 
Milz funktioniert zwar sehr gut, es scheint allerdings Probleme beim Transport zu 
den regionalen Lymphknoten zu geben (Chirgwin et al., 2003). Im folgenden 
Versuchsteil wurde das CpG-ODN allerdings intranasal verabreicht und es zeigte 
sich auch auf diesem Weg keine grundlegende Veränderung der Immunantwort. 
Eine unzureichende Dosis scheint ebenso wenig in Frage zu kommen. In der 
Arbeit von Chirgwin et al. wurden verschiedene CpG-Sequenzmotive in 
unterschiedlichen Konzentrationen im Gerbil ausgetestet und der dort ermittelte 
optimale Bereich der Dosis wurde auch hier verwendet (Chirgwin et al., 2003). 
Möglicherweise waren die durch H. pylori ausgelösten Reaktionen des 
Immunsystems zu stark, um durch die Applikation von CpG-ODNs noch gesteigert 
werden zu können. Der in dieser Arbeit verwendete H. pylori-Stamm wurde 
aufgrund der in Vorversuchen ermittelten, stark entzündlichen Reaktionen im 
Magengewebe ausgewählt. Vielleicht wäre daher mit einem weniger pathogenen 
Stamm eine Steigerung der Immunreaktion durch CpG-ODNs nachweisbar 
gewesen. Es zeigte sich allerdings auch bei Wong et al., dass die durch eine 
H. pylori-Infektion ausgelöste Th-1 Immunantwort bei Mäusen durch die 
Applikation von ODNs nicht verändert werden konnte (Wong et al., 2009). Die 
alleinige Verabreichung von ODNs führt also höchstwahrscheinlich auch bei 
Gerbils nicht zur erwarteten Modulation der Immunreaktion. Zur Induktion einer 
starken Immunantwort vor der Infektion mit H. pylori wurde deshalb im nächsten 
Versuchsteil eine vorhergehende Immunisierung mit H. pylori-Lysat durchgeführt, 
da Lysat für seine starke Immunogenität bekannt ist (Harbour et al., 2008; Flahou 
et al., 2009). Die verschiedenen immunstimulatorischen Adjuvanzien wurden nun 
zusätzlich zugegeben 
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6.4 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
Immunisierung mit unterschiedlichen Adjuvanz-
Kombinationen 
 
Die durch eine Infektion mit H. pylori ausgelöste Th1 Immunantwort bewirkt keine 
erfolgreiche Eradikation des Bakteriums. Eine Immunisierung mit H. pylori-Lysat 
und CpG-ODN führte in Mäusen zu einer lokalen und systemischen Th1-
Immunantwort (Sommer et al., 2004). Cholera-Toxin (CT) ist hingegen als starkes 
Th2-Adjuvanz bekannt (Sauma et al., 2011). Somit könnte es bei einer 
Kombination aus Lysat und CpG-ODN zu einer Verstärkung der Th1-
Immunreaktion gegen H. pylori kommen, wohingegen bei einem Einsatz von CT 
der regulatorische Effekt einer Th2-Immunantwort überwiegen könnte. In Mäusen 
wurde durch die Kombination von Lysat und den beiden Adjuvanzien CpG-ODN 
und CT ein synergistischer Effekt der Immunaktivierung beobachtet, der zu einer 
sterilen Immunität führte (Jiang et al., 2003). Dies bedeutet, dass aus dem 
Magengewebe der Tiere kein H. pylori mehr nachgewiesen werden konnte. Die 
Wirksamkeit einer Immunmodulation durch die Kombination von unterschiedlichen 
Immunisierungsstrategien sollte nun in diesem Versuchsteil im Gerbil weiter 
untersucht werden. Da die histopathologischen Veränderungen in der 
Magenschleimhaut bei diesem Tiermodell stärker ausgeprägt sind als bei Mäusen, 
sollte eine Korrelation zwischen Gewebeschädigung und dem Profil der 
ausgelösten Immunantwort auftreten. Bei Jiang et al. wurde eine sterile Immunität 
der Tiere beobachtet, allerdings erfolgte die Auswertung dieses Befunds bereits 
nach zwei Wochen, was Zweifel an dem methodischen Vorgehen aufkommen 
lässt. Deshalb wurde in diesem Versuchsteil zur Überprüfung eines 
Langzeiteffekts zusätzlich zum Kurzzeitinfektionsmodell von vier Wochen 
Infektionsdauer ein Zeitintervall von acht Wochen gewählt; außerdem wurde als  
Analysemethode ein Anzuchtversuch von H. pylori aus dem Magengewebe zur 
Bestimmung der Kolonisationsdichte durchgeführt. 
Mit einer Immunisierung werden Erreger- oder Erregerbestandteile injiziert, die 
eine protektive Immunantwort auslösen sollen. Diese Reaktion soll dann beim 
Kontakt mit dem Antigen zu einer schützenden Abwehrreaktion führen. Das hier 
verwendete H. pylori-Lysat, also durch Ultraschall zertrümmerte Bakterien, führt zu 
einer starken Aktivierung des Immunsystems. Besonders das LPS des Bakteriums 
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fördert dabei die Induktion einer Th1-geprägten Immunantwort (Taylor et al., 
2008). Wurde das LPS vorher entfernt, kam es in Mäusen zu einer starken Th2-
Reaktion (Taylor et al., 2006). Durch die zusätzliche Verwendung von Adjuvanzien 
kann die Immunantwort in eine gezielte Richtung gelenkt werden. CpG-ODNs sind 
für ihre Th1-verstärkende Wirkung bekannt (Sommer et al., 2004; Shi et al., 2005; 
Fonseca et al., 2011). Auch wenn das CpG-ODN im vorherigen Versuchsteil 
scheinbar zu keiner Steigerung der durch H. pylori ausgelösten Immunantwort 
beigetragen hat, wurde es hier nochmals verwendet, da nun eine andere 
Verabreichungsroute gewählt wurde. Durch eine mucosale Verabreichung scheint 
eine verbesserte Wirkung von ODNs stattzufinden (Nystrom-Asklin et al., 2008; 
Pun et al., 2009). Die Kombination aus H. pylori-Lysat und CpG-ODN führte in 
einem Mausmodell bei oraler Gabe zu einem Schutz vor einer Infektion mit 
H. pylori (Taylor et al., 2008). Die definierte Wirkung des CpG-ODNs zeichnet es 
als idealen Adjuvanz-Gegenspieler zum zusätzlich verwendeten CT aus.  
CT ist ein Enterotoxin, das von Vibrio cholerae produziert wird. Wenn es als 
mucosales Adjuvanz verabreicht wird, ist es in der Lage CD4+ T-Zellen zur 
Produktion von Th2-Zytokinen anzuregen (Feng et al., 2008; Lee et al., 2009). In 
der Arbeit von Yura et al. sollte die Wirkung von CT in einem Mausmodell mit 
experimentell ausgelöster Enzephalomyelitis, die zu einer Th1-Immunantwort 
führt, untersucht werden. Durch die Gabe von CT konnte die Expression von IL-12 
und IFN-γ gesenkt werden und dadurch auch die Ausprägung der Symptome 
(Yura et al., 2001). In einem murinen Allergie-Mausmodell wurde durch die 
Verabreichung von Allergen plus CpG-ODN eine Inhibition der IgE-Sekretion 
beobachtet. Im Gegensatz dazu führte die Kombination aus Allergen plus CT zu 
einer Produktion von IL-4 und IgG1 (Huang et al., 2007). Ein murines 
Infektionsmodell mit H. felis konnte durch die Kombination aus Lysat, CpG-ODN 
und CT einen synergistischen Effekt erreichen, der zu einer sterilen Immunität der 
Tiere führte (Jiang et al., 2003). 
Um die Kolonisationsdichte von H. pylori im Magen bestimmen zu können, erfolgte 
zusätzlich zu den bisher benutzten Auswertungsmethoden ein Anzuchtversuch 
des Bakteriums. Die Verabreichung der Immunisierung wurde im Gegensatz zum 
vorherigen Versuchsteil intranasal durchgeführt. Die Gründe hierfür liegen einmal 
in der zuvor beobachteten geringen Wirkung von ODNs bei intraperitonealer 
Gabe. CT scheint seine Wirkung als Adjuvanz bei musosaler Verabreichung 
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optimal zu entfalten (Smits et al., 2009; Lee et al., 2009). Die sterile Immunität bei 
einer Kombination der beiden Adjuvanzien CpG und CT wurde in der Arbeit von 
Jiang et al. ebenfalls durch intranasale Gabe erreicht (Jiang et al., 2003). Bei 
mucosaler Applikation ist jedoch die Immunogenität der verabreichten Antigene 
oftmals relativ gering. Während eine parenterale Immunisierung meist nur zwei 
Injektionen in kurzem zeitlichen Abstand erfordert (Grundimmunisierung und 
Boost), muss bei einer mucosalen Immunisierung das Antigen meist öfter als 
zweimal verabreicht werden. Auch im Mausmodell von Jiang et al. erfolgte die 
Immunisierung fünf Mal mit jeweils zwei Wochen Abstand (Jiang et al., 2003). 
Die Verabreichung der Immunisierung mit H. pylori-Lysat führte in infizierten 
Gerbils bereits nach vier Wochen zu einer starken Produktion von gegen H. pylori 
gerichtetem IgG. Ohne Immunisierung lediglich mit Infektion stabilisierten sich die 
IgG-Werte erst nach acht Wochen auf einem hohen Niveau, blieben jedoch immer 
unter denen der  Tiere zurück, die mit Lysat immunisiert wurden. Diese Antikörper 
schienen allerdings keinerlei Schutzfunktion auszuüben. Durch die Verwendung 
von genetisch veränderten Mäusen und einer aktiven Immunisierung bestehend 
aus H. pylori-Antigenen und Adjuvanz konnte gezeigt werden, dass CD4+ T-Zellen 
die Hauptvermittler eines Schutzes gegen das Bakterium sind. Antikörper spielen 
für die Protektion bei einer Infektion mit H. pylori keine oder nur eine geringe Rolle 
(Nedrud, 2001; Gorrell et al., 2009). 
Die Identifizierung von infizierten und nicht-infizierten Gerbils konnte anhand des 
Antikörpertiters sehr zuverlässig erfolgen. Die PCR des Urease-Gens von H. pylori 
aus dem Magengewebe ergab hingegen in einigen Fällen widersprüchliche 
Ergebnisse. Durch die Kombination dieser beiden Methoden wurde die Sensitivität 
des Nachweises einer erfolgreichen Infektion gesteigert. Mithilfe des zusätzlich 
durchgeführten Anzuchtversuchs zur Feststellung der Kolonisierungsdichte im 
Magen, lies sich durch einen Vergleich der mit den jeweiligen Einzelmethoden 
erzielten Ergebnisse eine sehr sichere Identifizierung von infizierten und nicht-
infizierten Gerbils durchführen. 
In manchen Fällen führte eine experimentelle Infektion nicht zu einer dauerhaften 
Kolonisierung mit H. pylori. Die Gründe hierfür sind nicht bekannt. Diese so 
genannte spontane Eradikation kann jedoch auch beim Menschen beobachtet 
werden (Buzas, 2010). H. pylori ist zwar ein empfindliches Bakterium, das eine 
CO2-haltige Atmosphäre zum optimalen Wachstum benötigt, jedoch konnte dieses 
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Problem durch schnelles experimentelles Vorgehen, ein ständiges Durchwechseln 
der Tiergruppen während der Infektionsphase und dem Verabreichen einer hohen 
Bakteriendichte minimiert werden (Bury-Mone et al., 2006). Wahrscheinlicher ist 
jedoch, dass es in diesen vereinzelten Tieren aus unbekannten Gründen von 
Anfang an zu gar keiner Infektion kam. Denn eine erfolgreiche Reaktion des 
Immunsystems führt meistens zur Bildung von Antikörpern, die aber in diesen 
Fällen nicht nachweisbar waren. Hierbei spielt möglicherweise auch die große 
genetische Variabilität der verwendeten Auszucht-Tiere eine Rolle. 
Eine signifikante Reduktion des Wachstums von H. pylori aus dem Magengewebe 
konnte vier Wochen nach der Infektion in den Gerbils festgestellt werden, die mit 
einer Kombination aus Lysat, CpG-ODN und CT immunisiert wurden. Nach acht 
Wochen war eine Abnahme der Kolonisationsdichte nur in der mit Lysat und CT 
behandelten Gruppe sichtbar. Somit war eine Reduktion des Bakterienwachstums 
wahrscheinlich auf den Einsatz von CT zurückzuführen und unabhängig von der 
verwendeten Adjuvanz–Kombination. Vor kurzem wurde von Taylor et al. in einem 
Mausmodell durch den Einsatz von CT keine Reduktion der Kolonisierungsdichte 
mit H. pylori festgestellt, in Kombination mit CpG-ODN kam es jedoch zu einer 
Abnahme des Bakterienwachstums (Taylor et al., 2008). Dieser Effekt konnte hier 
nicht bestätigt werden. Allerdings erfolgte die Feststellung der 
Kolonisierungsdichte in der zuvor erwähnten Arbeit bereits nach acht Tagen und 
hier erstreckte sich die Untersuchung des Magens auf die deutlich längeren 
Zeiträume von vier und acht Wochen. 
Der Hauptgrund für die Verwendung einer Kombination aus Lysat, CpG-ODN und 
CT war die in der Arbeit von Jiang et al. beobachtete sterile Immunität (Jiang et 
al., 2003). Diese Form der Immunantwort, mit der durch eine Immunisierung die 
komplette Kolonisierung mit H. pylori verhindert werden konnte, wäre natürlich 
auch unter präventiven oder therapeutischen Gesichtspunkten sehr interessant. 
Eine sterile Immunität konnte jedoch im Gegensatz zur Maus im Gerbil nicht 
beobachtet werden. Das lag wahrscheinlich am untersuchten Zeitraum. Während 
bei Jiang et al. das Experiment bereits nach zwei Wochen beendet wurde (Jiang 
et al., 2003), erstreckte sich der hier untersuchte Zeitraum über vier und acht 
Wochen. Um eine chronische Erkrankung wie die Infektion mit H. pylori zu 
untersuchen, scheint also ein längerer Zeitraum sinnvoller zu sein. 
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Histologisch konnten in der Magenschleimhaut von nicht-infizierten Gerbils keine 
Veränderungen beobachtet werden. Mit H. pylori infizierte Tiere zeigten nach vier 
Wochen Infektionsdauer eine ausgeprägte Infiltration von Entzündungszellen, die 
bis zur Tela submucosa reichte. Auch Hyperplasie und Dysplasie konnten 
nachgewiesen werden und es kam zur Ausprägung von Lymphfollikeln oder 
Vorstufen dazu in der Magenschleimhaut. Insgesamt konnte eine Verstärkung der 
Entzündungserscheinungen nach acht Wochen Infektionsdauer mit H. pylori im 
Vergleich zu vier Wochen beobachtet werden. Durch die Verwendung von CT 
wurde allerdings in allen Gerbils eine verstärkte Entzündungsreaktion festgestellt. 
Ob diese jedoch im weiteren zeitlichen Verlauf zu einer Eradikation des 
Bakteriums geführt hätte oder ob es dadurch zu schwerwiegenderen 
Gewebeschäden gekommen wäre als durch eine Infektion mit dem Bakterium 
allein, kann aufgrund des Zeitrahmens von maximal acht Wochen nicht beurteilt 
werden. 
Das Zytokin IL-6 wurde ursprünglich als charakteristisch für eine Th2-Reaktion 
angesehen, da es die Entwicklung von Antikörpern fördert (Doganci et al., 2005; 
Tucci et al., 2007). In manchen Arbeiten erfolgte die Einstufung von IL-6 jedoch 
als Th1-Zytokin (Garcia-Zepeda et al., 2007). Eine eindeutige Zuordnung ist also 
umstritten, weshalb IL-6 allgemein als proinflammatorisches Zytokin betrachtet 
wird (Odenbreit et al., 2006). Die Expression von IL-12 konnte in infizierten Gerbils 
nach vier Wochen durch eine Immunisierung mit H. pylori-Lysat und den beiden 
Adjuvanzien CpG-ODN und CT induziert werden. Acht Wochen nach der Infektion 
wurde nur noch in Kombination mit CT eine stark erhöhte Expression von IL-12 
festgestellt. IL-12 ist für seine zentrale Rolle als Mediator einer vor H. pylori 
schützenden Immunantwort bekannt, die in IL-12 Knockout-Mäusen durch eine 
Immunisierung mit Lysat und CT nicht erreicht werden konnte (Akhiani et al., 
2002). Beim Menschen führte die Verabreichung von H. pylori-Bestandteilen (u.a. 
auch Lysat) zu einer Induktion von IL-12 (Meyer et al., 2000). IL-12 ist ein 
proinflammatorisches Zytokin, das sehr früh im Infektionsverlauf gebildet wird und 
die grundlegende Richtung der Immunantwort beeinflusst. Deshalb ist die 
Abnahme der IL-12 Expression in Lysat und CpG-ODN immunisierten Gerbils 
nach acht Wochen nicht ungewöhnlich. Sehr viel auffälliger ist jedoch die 
Produktion von IL-12 in CT-behandelten Tieren, da CT eigentlich als starker 
Inhibitor von IL-12 bekannt ist (Braun et al., 1999; Coccia et al., 2005; la Sala et 
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al., 2009). In Kombination mit H. pylori-Lysat führte es in dieser Arbeit jedoch zu 
einer starken Expression des proinflammatorischen Zytokins. Das im Lysat 
enthaltene LPS, das hauptsächlich zur Induktion von Th1-geprägten 
Immunreaktionen führt, konnte dafür nicht verantwortlich sein. Erstens besitzt das 
LPS von H. pylori im Vergleich zu beispielsweise E. coli deutlich weniger 
endotoxische Aktivität (Yokota et al., 2007). Und zweitens konnte bei 
Verabreichung von Lysat in Kombination mit CpG-ODN nach acht Wochen keine 
gesteigerte Expression von IL-12 mehr festgestellt werden. Diese 
proinflammatorische Wirkung war also spezifisch für CT, was eigentlich gegen CT 
als typisches Th2-Adjuvanz spricht. MIF, ein proinflammatorisches Zytokin, das 
nach vier Wochen kaum verstärkt produziert wurde, zeigte nach acht Wochen in 
allen infizierten Gerbils eine starke Expression. MIF kann zur Produktion anderer 
entzündlicher Zytokine beitragen, es hat jedoch auch die Fähigkeit, die durch 
Glucocorticoide vermittelte Suppression von Entzündungsreaktionen aufzuheben 
(Nishihira, 2000). Eine in dieser Arbeitsgruppe durchgeführte Diplomarbeit konnte 
mithilfe von in situ Hybridisierung die Expression von MIF in H. pylori infizierten 
Gerbils auf den Bereich von Lymphfollikeln eingegrenzen (Röhrl, 2005). Nur 
dieses Zytokin zeigte eine derart begrenzte Expression in den Bereichen mit 
großer Zellschädigung. Die Stärke der MIF-Expression scheint dabei vom Cag-
PAI-Status des Bakteriums abzuhängen und führte zu verstärkter Apoptose in 
Magenepithelzellen und einer erhöhten Produktion von wirtseigenen Faktoren, die 
ihrerseits karzinogene Prozesse fördern (Kusters et al., 2006). Die nach acht 
Wochen beobachteten verstärkten histopathologischen Veränderungen könnten 
daher mit der gesteigerten RNA-Expression von MIF in genau diesen Bereichen 
korrelieren. 
Das für eine Th2-Immunantwort charakteristische Zytokin IL-4 wurde bei allen 
Gerbils nur basal exprimiert. Die Verabreichung von CT als Adjuvanz führt aber 
normalerweise zu einer starken Produktion dieses antiinflammatorischen Zytokins 
(Marinaro et al., 1995; Chi et al., 1999; Takaishi et al., 2007; Feng et al., 2008). Da 
IL-4 ähnlich wie IL-12 zu einem frühen Zeitpunkt der Immunreaktion gebildet wird, 
war der Zeitraum nach vier Wochen möglicherweise schon zu lang, um IL-4 noch 
nachweisen zu können. Die Kombination mit H. pylori-Lysat könnte aber auch zu 
gar keiner Induktion einer erhöhten IL-4-Expression geführt haben. Besonders das 
LPS des Bakteriums fördert nämlich eine Th1-geprägte Immunantwort. Wurde das 
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LPS entfernt, konnte in Mäusen eine starke Th2-Reaktion ausgelöst werden 
(Taylor et al., 2006). Im Endeffekt handelte es sich also bei der hier 
hervorgerufenen Reaktion des Immunsystems trotz der Verwendung von CT um 
keine eindeutige Th2-Immunantwort. Im Gegensatz zu IL-4 konnte die erhöhte 
Expression von IL-10 bei infizierten Gerbils nach vier Wochen durch eine 
Immunisierung mit H. pylori-Lysat und den beiden Adjuvanzien CpG-ODN und CT 
induziert werden. Acht Wochen nach der Infektion wurde IL-10 jedoch nur noch in 
Kombination mit CT verstärkt exprimiert. Durch die Präsentation von Antigenen 
von APZ an CD4+ T-Zellen kommt es über die Produktion von IL-12 zur Bildung 
von IFN-γ, was wiederum zur Aktivierung von Makrophagen führt. Aktivierte 
Makrophagen führen durch die Phagozytose von H. pylori zu 
Gewebeschädigungen, gleichzeitig sekretieren sie jedoch auch IL-10. IL-10 ist ein 
antiinflammatorisches Zytokin, das durch eine negative Feedback-Schleife eine zu 
starke Ausprägung von Zellschäden verhindert (Trinchieri, 1997; Ogawa et al., 
2008). Mithilfe der Wirkung von IL-10 kommt es dann zu einer verringerten 
Präsentation von Antigenen an der Oberfläche und damit zu einer reduzierten 
Sekretion von IL-12, womit eine unkontrollierte Aktivierung von Makrophagen 
verhindert wird (Abbas et al., 2003).  IL-10 kann jedoch nicht nur von 
Makrophagen gebildet werden, sondern auch von T-Zellen, hierbei besonders von 
regulatorischen T-Zellen (Sayi et al., 2011). In der Arbeit von Harris et al. wurde 
die Aktivität von regulatorischen T-Zellen in mit H. pylori infizierten Patienten 
untersucht, die besonders bei Kindern stark ausgeprägt war und mit einer 
gesteigerten Expression von IL-10 einherging. Die Ausprägung der Gastritis war 
bei ihnen dadurch im Vergleich zu Erwachsenen verringert (Harris et al., 2008). 
Während in der Literatur für IL-10 vor allem eine regulierende Wirkung beobachtet 
wurde, führte es in dieser Arbeit allerdings in keiner der immunisierten 
Tiergruppen zu einer Regulation der Entzündungserscheinungen. In den mit CT 
behandelten Gerbils konnten sogar verstärkte histopathologische Veränderungen 
beobachtet werden. Eine vorhandene Expression von IL-10 kann also nicht immer 
mit einer Schutzfunktion vor zu starken Gewebeschäden korreliert werden. 
Die Expression von iNOS war in allen infizierten Gerbils stark gesteigert und 
deutete damit auf erhöhten nitrosativen Stress hin, welcher durch eine Infektion 
mit H. pylori ausgelöst wird (Naito et al., 2008; Qu et al., 2009). Dabei handelt es 
sich um einen bakteriziden Mechanismus der angeborenen Immunantwort, der 
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durch die Aktivierung von TLRs initiiert werden kann (Uno et al., 2007). Die beiden 
Chemokine KC und Mip-2, murine Homologe für IL-8, zeigten bei allen infizierten 
Gerbils ebenfalls eine verstärkte Expression, die durch die Verabreichung der 
Immunisierung mit Lysat noch gesteigert werden konnte. Auch bei Mäusen ist aus 
der Literatur eine verstärkte Produktion von KC und Mip-2 bekannt (Park et al., 
2008; DeLyria et al., 2009). Es konnte damit jedoch kein Schutz vor einer Infektion 
mit dem Bakterium erreicht werden (Garhart et al., 2003). 
Durch die Immunisierung der Gerbils mit Lysat kam es nach vier Wochen zu einer 
starken Expression von TLR9 in allen infizierten Tieren. Die Erkennung von 
H. pylori-DNA stellt dabei ein wichtiges Element der Helicobacter-induzierten 
intrazellulären TLR-Signalwege dar (Rad et al., 2009). Nach acht Wochen konnte 
in allen infizierten Gerbils eine gesteigerte Expression von TLR4 und TLR9 
beobachtet werden, wobei TLR9 durch die Verabreichung von CT eine stark 
erhöhte Expression zeigte. Ebenso wie in der Literatur konnte eine verstärkte 
Expression von TLR4 und TLR9 durch eine Infektion mit H. pylori auch in dieser 
Arbeit bestätigt werden (Schmausser et al., 2004; Chang et al., 2004; Asahi et al., 
2007; Obonyo et al., 2007). TLR2 wurde nur mithilfe einer kombinierten 
Immunisierung mit Lysat und CT verstärkt exprimiert, nicht jedoch durch eine 
alleinige Infektion mit H. pylori. Das ist insofern verwunderlich, da viele Arbeiten 
aus der Literatur TLR2 eine Schlüsselrolle bei der Erkennung von H. pylori 
zuweisen (Alvarez-Arellano et al., 2007; Chaouche-Drider et al., 2009). Dieses 
Ergebnis konnte mit diesem Versuchsaufbau allerdings nicht bestätigt werden. 
TLR5 wurde in allen Gerbils sowohl nach vier als auch nach acht Wochen nur 
basal exprimiert, was sich damit erklären lässt, dass H. pylori durch die spezielle 
Struktur seiner Flagellen einer Erkennung durch TLR5 entgehen kann (Sanders et 
al., 2006; Galkin et al., 2008). Allerdings ist die Bedeutung von TLR5 im Rahmen 
der Infektion mit H. pylori noch nicht genau geklärt, da im Gegensatz dazu in 
anderen Arbeiten dieser Toll-like Rezeptor eine wichtige Rolle bei der Vermittlung 
von H. pylori-induzierten Signalwegen zu spielen scheint (Smith, Jr. et al., 2003). 
Zusammenfassend kam es also trotz einer durch die Immunisierung veränderten 
Immunantwort zu keinem Schutz vor einer Infektion mit H. pylori. Die durch die 
Immunisierung beobachtete gesteigerte Expression des antiinflammatorischen 
Zytokins IL-10 trug nicht zu einer Abschwächung der histopathologischen 
Veränderungen oder der Kolonisierungsdichte des Bakteriums bei. Trotz des 
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vorhandenen IL-10 kam es jedoch nur zu einer basalen Expression von IL-4. 
Somit handelte es sich bei der durch die Immunisierung ausgelöste Reaktion des 
Immunsystems trotz der Verwendung von CT um keine eindeutige Th2-
Immunantwort. CT ist eigentlich ein klassisches Adjuvanz zur Induktion von 
antiinflammatorischen Immunreaktionen, doch durch die Verwendung in 
Kombination mit dem Th1-poloarisierenden Lysat konnte es trotzdem zu stark 
ausgeprägten Th1-Anworten kommen (Meyer et al., 2000). Obwohl manchmal 
auch eine Th2-geprägte Antwort favorisiert wurde (Blaser et al., 2001), würde eine 
reine Th2-Reaktion wahrscheinlich keinen ausreichenden Schutz vor einer 
Infektion mit H. pylori bieten. Die meisten Arbeiten empfehlen deshalb mittlerweile 
eine stark Th1-geprägte Reaktion des Immunsystems inklusive einer 
ausgeprägten aber kurzfristigen Gastritis, um einen Schutz vor H. pylori zu 
erreichen (Sawai et al., 1999; Roda et al., 2005; Shi et al., 2005). In 
Vakkzinierungsstudien mit IL-4 Knockout- und B-Zell-defizienten Mäusen konnte 
gezeigt werden, dass weder IL-4 noch die Produktion von Antikörpern für einen 
Schutz vor dem Bakterium nötig sind (Roda et al., 2005; Schroder et al., 2007). 
Außerdem wurde die protektive Funktion von IL-12, einem starken Th1-Zytokin 
bestätigt (Theiner et al., 2008). Wie diese Th1-geprägte Immunantwort genau 
aussieht und wie sie derart spezifisch induziert werden soll, ist dabei noch 
weitgehend unbekannt. 
Sehr kritisch sind die in einigen Arbeiten beobachteten Zeiträume zu betrachten. 
Die von Jiang et al. für diesen Versuchsteil zugrunde gelegte Arbeit ging von einer 
sterilen Immunität gegen H. pylori aus (Jiang et al., 2003). Der untersuchte 
Zeitraum erstreckte sich allerdings nur über zwei Wochen. Zur Feststellung einer 
wirklichen Schutzfunktion vor dem Bakterium ist jedoch ein längerer Zeitraum 
erforderlich. Die meisten Versuchsansätze mit Gerbils erstreckten sich über 
mehrere Wochen und Monate, zur Analyse der Karzinogenese auch über Jahre 
(Gamboa-Dominguez et al., 2007; Tatematsu et al., 2007; Franco et al., 2008; 
Toyoda et al., 2008).  
Die in dieser Arbeit bisher durchgeführten Immunisierungsstrategien konnten zwar 
veränderte Reaktionen des Immunsystems nach einer Infektion mit H. pylori 
hervorrufen, sie führten allerdings zu keiner protektiven Immunantwort. Deshalb 
kam im nächsten Versuchsteil ein neuartiger Immunisierungsansatz zum Einsatz, 
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der aktuelle Forschungserkenntnisse in Bezug auf die sehr wichtige Rolle von 
Dendritischen Zellen bei der Etablierung der Immunantwort mit einbeziehen sollte. 
 
6.5 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
Immunisierung mit Dendritischen Zellen 
 
Dendritische Zellen (DCs) spielen bereits im frühen Infektionsverlauf eine wichtige 
Rolle. Nach der Aufnahme von Antigenen sekretieren sie Interferone und Zytokine, 
durch die wiederum andere Immunzellen beeinflusst werden. Sie leisten somit 
einen großen Beitrag zur Einleitung einer initialen Immunantwort. DCs 
präsentieren die prozessierten Antigene an ihrer Zelloberfläche, wodurch es nach 
Kontakt mit T-Helfer-Zellen zu einer Aktivierung dieser kommt. Auf diese Weise 
verknüpfen DCs sowohl die angeborene als auch die adaptive Immunantwort. Die 
Aufnahme von Antigenen ist also ein zentraler Bestandteil für die Funktionsweise 
von DCs. Dieser Vorgang kann auch in vitro durchgeführt werden und wird 
„Pulsen“ genannt. Durch den Transfer der manipulierten DCs zurück in den Wirt 
kann somit eine veränderte Immunantwort ausgelöst werden. Dies wurde bereits 
für eine Reihe von Tumorvakkzinierungen, aber auch als Immunisierungsstrategie 
gegen Infektionserreger gezeigt (Remer et al., 2007; Yamaguchi et al., 2008; Sas 
et al., 2008; Connolly et al., 2008; Santin et al., 2008; Del Cacho et al., 2011; 
Boudreau et al., 2011). 
Eine Infektion mit H. pylori führt bereits zu Beginn der Infektionsphase zu einer 
Th1-geprägten Reaktion des Immunsystems, die aber zu keiner protektiven 
Immunantwort führt. Durch den Einsatz von in vitro gepulsten DCs, also mit  
H. pylori-Antigenen inkubierten DCs, könnte diese Reaktion möglicherweise 
verändert werden und zu einer Eradikation des Bakteriums führen. Mithilfe des 
Gerbil-Tiermodells und den in dieser Arbeit etablierten Analysemethoden kann 
eine genaue Charakterisierung der Immunantwort erfolgen, und zusätzlich eine 
Korrelation mit den histopathologischen Veränderungen der Magenschleimhaut. 
Zunächst musste jedoch überprüft werden, ob die Gewinnung von DCs aus dem 
Gerbil durch die Verwendung von Maus-optimierten Versuchsprotokollen 
überhaupt möglich ist.  Außerdem ist vor einem Einsatz im Tiermodell eine 
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phänotypische und molekulare Identifizierung und Charakterisierung der dadurch 
erhaltenen Zellen nötig, ebenso wie eine funktionelle Analyse. 
 
6.5.1 Herstellung und Charakterisierung von Dendritischen Zellen aus 
Meriones unguiculatus 
In der überwiegenden Zahl der für das Tiermodell der Maus optimierten 
Versuchsprotokolle wird die Herstellung von DCs aus Knochenmark durchgeführt. 
Durch Inkubation der Knochenmarkzellen mit dem Wachstumsfaktor GM-CSF 
erhält man dann eine Kultur, die zum Großteil aus DCs besteht. Ein 
Pilotexperiment mit rekombinantem, kommerziell erhältlichem murinen GM-CSF 
verlief jedoch nicht erfolgreich. Gerbil GM-CSF weist im phylogenetischen 
Vergleich zu Maus GM-CSF nur eine Homologie von etwa 74% auf. Somit wurde 
die Herstellung von Gerbil-spezifischem GM-CSF nötig.  
Als Expressionssytem wurden HEK293T Zellen ausgewählt, menschliche 
embryonale Nierenzellen, die nach einer Transfektion stabil Gerbil-GM-CSF 
exprimierten. Sie sekretierten das Protein in den Überstand und ermöglichten 
damit eine einfache und zuverlässige Herstellung von Gerbil-GM-CSF. Die 
Ausbeute ist zwar in eukaryotischen Zellen in der Regel geringer als in anderen 
Expressionssystemen, allerdings ausreichend für die geplanten Experimente. 
Außerdem kann im Gegensatz zu einer Expression in Prokaryoten wie E. coli, die 
Verunreinigung durch bakterielles LPS ausgeschlossen werden. 
Ein sehr wichtiger Faktor bei der Herstellung von DCs ist, bei wie vielen der 
erhaltenen Zellen es sich überhaupt um DCs handelt. GM-CSF ist ein 
Wachstumsfaktor, der nicht spezifisch auf DCs wirkt, sondern auf eine Reihe von 
Zellen, wie z.B. Granulozyten und Makrophagen (Kruger et al., 2007). Mit keiner 
der bisher etablierten Methoden können hundertprozentig DCs generiert werden, 
der Anteil schwankt um etwa 50-90%, je nach verwendeter Methode (Zhang et al., 
2002; Herrera et al., 2002; Jiang et al., 2008). Allerdings kann man mit einigen 
einfachen Maßnahmen das Wachstum von DCs positiv beeinflussen und das von 
unerwünschten Zellen unterdrücken. Durch die Verwendung einer geringen 
Konzentration von GM-CSF und einem kurzen Differenzierungszeitraum von 
sieben Tagen wird beispielsweise die Vermehrung von Granulozyten verringert. 
Das Wachstum von Fibroblasten kann auch damit nicht verhindert werden, 
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allerdings adhärieren diese Zellen sehr stark am Zellkulturgefäß und werden bei 
der Ernte der DCs nicht mit in die neue Kultur übernommen. Mit diesen einfachen 
Methoden wird ein hoher Reinheitsgrad der erhaltenen DCs ermöglicht. Um 
diesen genau zu überprüfen, wird in der Regel eine FACS-Analyse von 
charakteristischen Oberflächenmolekülen durchgeführt. Da zum damaligen 
Zeitpunkt keine Gerbil-spezifischen Antikörper erhältlich waren, wurde die Färbung 
mit  Maus-Antikörpern durchgeführt, die jedoch aufgrund der ungenügenden 
Homologie zwischen den beiden Spezies nicht binden konnten. Somit mussten 
alternative Methoden für eine Charakterisierung der erhaltenen Gerbils-DCs 
gefunden werden. 
Mithilfe der mikroskopischen Betrachtung der Zellen konnte der 
Entwicklungsverlauf beobachtet werden. Zytoplasmatische Fortsätze und die 
Bildung von Kolonien, beides typische Merkmale für DCs, konnten nur in mit GM-
CSF behandelten Zellen beobachtet werden. Die Maturierung von DCs führt zu 
einer Reihe von Veränderung im Phänotyp der Zellen. Durch die Aufnahme von 
Antigenen kam es sowohl zu einer Umstrukturierung des Aktin-Zytoskeletts, als 
auch zu einer Abnahme der Phagozytose- und Endozytosefähigkeit. Die 
molekulare Charakterisierung mit quantitativer TaqMan®-PCR ergab eine 
gesteigerte Expression der für DCs charakteristischen Oberflächenmoleküle 
CD11c, CD14, CD80, CD86 und CD83 (Koga et al., 2003; Guan et al., 2004; Luhr 
et al., 2004; Orabona et al., 2004). CD11c dient dabei nur zur groben 
Identifizierung von DCs (Adachi et al., 2002; Kassim et al., 2006). Die erhöhte 
Expression von CD14, CD80 und CD86 spricht für eine Maturierung der Zellen, 
insbesondere CD83 wird nur in ausgereiften DCs exprimiert (Prechtel et al., 
2007a). Es wurde auch deutlich, dass lebender H. pylori zu einer geringeren 
Expression der CD-Oberflächenmoleküle führte als E. coli-LPS. Bei Betrachtung 
der RNA-Expression von Toll-like Rezeptoren ergab sich ein umgekehrtes Bild, 
hier führte das Bakterium meistens zu einer verstärkten Expression. In Bezug auf 
die RNA-Expression von pro- und antiinflammatorischen Zytokinen konnte, 
abgesehen von IL-6, kein Unterschied im Expressionsniveau zwischen LPS und 
H. pylori beobachtet werden. Ähnliches zeigte sich für die beiden Chemokine KC 
und Mip-2. Nur die Expression von iNOS konnte durch Inkubation mit dem 
Bakterium deutlich gesteigert werden. 
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Insgesamt ergab sich also ein für DCs aus der Literatur bekanntes 
Expressionsschema von Oberflächenmolekülen und Zytokinen (Kranzer et al., 
2004; Kranzer et al., 2005). Interessant dabei war, dass lebender H. pylori zwar zu 
einer Maturierung von DCs führte, diese unterschied sich aber von der durch LPS 
induzierten in Bezug auf die Expression von fast allen untersuchten 
Oberfächenmolekülen, IL-6 und iNOS.  
Nach der detaillierten Charakterisierung sollte die Funktionalität der erhaltenen 
Zellen analysiert werden. Sehr wichtig ist dabei die Stimulationsfähigkeit der DCs 
in Bezug auf T-Zellen. Da CD4+ T-Helfer Zellen die wichtigsten Immunzellen bei 
einer Infektion mit H. pylori darstellen, musste deren Interaktion mit den 
generierten DCs überprüft werden. Dazu wurde das Splenonzyten-Modellsystem 
benutzt, mit dem sich zelluläre Immunantworten untersuchen lassen (Deml et al., 
2004). Die Milz setzt sich unter anderem aus T-Zellen zusammen und diese 
sollten nun zusammen mit den DCs inkubiert werden. Die DCs erhielten 
verschiedene Vorbehandlungen, so wie es für das spätere 
Immunisierungsexperiment geplant ist, d.h. auf der einen Seite ungepulst und auf 
der anderen Seite gepulst mit H. pylori-Lysat oder H. pylori-RNA. Die für die 
Splenozyten-Kultur verwendeten Milzen stammten aus zwei Gerbil-Gruppen, die 
zuvor unterschiedlich behandelt wurden: Die eine Gruppe erhielt eine 
Immunisierung mit H. pylori-Lysat, die andere nur mit PBS. Ein Teil der Tiere hatte 
also bereits Kontakt mit den Antigenen, so dass es zu einer Restimulation der 
adaptiven Immunantwort kommt. Dies sollte sich in dem darauf folgenden in vitro-
Versuch mit einer verstärkten T-Zell-Antwort äußern. Zur Analyse diente das für 
aktivierte T-Zellen charakteristische IFN-γ. Das proinflammatorische Zytokin wurde 
nach Kontakt der DCs mit T-Zellen aus nicht-immunisierten Gerbils exprimiert. Im 
Vergleich dazu war die Expression des Zytokins nach Inkubation von DCs mit 
T-Zellen aus immunisierten Tieren, die dementsprechend bereits in Kontakt mit 
den Antigenen gekommen waren, stark erhöht. Das Pulsen der DCs mit H. pylori-
Antigenen und eine Immunisierung der Gerbils mit Lysat führte also zu einer 
starken Expression von IFN-γ. Die in vitro hergestellten und gepulsten DCs waren 
demnach in der Lage, T-Zellen zu stimulieren. 
Zusammenfassend konnte durch das verwendete Versuchprotokoll eine große 
Anzahl an Gerbil-DCs generiert werden, die die charakteristischen Eigenschaften 
und Expressionsmerkmale von DCs trugen und in vitro zu einer Stimulation von 
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T-Zellen führten. Aufgrund dieser Basis sollte nun ein Immunisierungsexperiment 
mit DCs in Gerbils durchgeführt werden. 
 
6.5.2 Modulation der H. pylori-induzierten Immunantwort durch 
Immunisierung mit Dendritischen Zellen 
DCs wurden für den nun folgenden Versuchsteil sowohl mit Antigenen gepulst als 
auch ungepulst verabreicht, um eventuell auftretende Reaktionen, die durch die 
alleinige Injektion der DCs auftreten, beobachten zu können. Das Pulsen der DCs 
erfolgte einerseits mit H. pylori-Lysat, da es durch seine heterogene 
Zusammensetzung zu einer starken Immunaktivierung führt (Morandi et al., 2011). 
Um eine bessere Präsentation der Antigene an DCs zu ermöglichen, wurde es 
zuvor mit Formalin fixiert (Kikuchi et al., 2004). Außerdem kam H. pylori-RNA zum 
Einsatz. RNA wurde bereits erfolgreich für Tumorvakkzinierungen verwendet 
(Jarnjak-Jankovic et al., 2007; Michiels et al., 2008). In der Arbeit von Bacci et al. 
wurden Maus-DCs mit RNA von Candida alibicans transfiziert. Durch einen 
anschließenden Transfer der gepulsten DCs konnte in diesen Mäusen eine 
protektive Immunantwort auf eine kurz darauf folgende experimentelle Pilzinfektion 
erreicht werden (Bacci et al., 2002).  
Die Produktion von H. pylori-spezifischem Immunglobulin G war in allen infizierten 
Gerbils signifikant erhöht, konnte jedoch durch die Verabreichung von Lysat-
gepulsten DCs noch gesteigert werden. Mithilfe der Kombination aus 
unterschiedlichen Analysemethoden, wie Antikörpertiter und quantitativer PCR des 
Urease-Gens von H. pylori, konnten alle erfolgreich infizierten Gerbils identifiziert 
werden.  
In allen nicht-infizierten Gerbils konnten keine histopathologischen Veränderungen 
der Magenschleimhaut beobachtet werden. Die mit H. pylori infizierten Gerbils 
wiesen eine ausgeprägte Infiltration von Entzündungszellen auf, auch 
Gewebedysplasie und Lymphfollikel kamen vereinzelt vor. Die Infiltration war 
jedoch auf die Lamina beschränkt und reichte nicht bis in die Tiefe des 
Bindegewebes der Tela submucosa. Die Ausprägung der histopathologischen 
Veränderungen war unabhängig von einer Injektion mit Lysat- oder RNA-
gepulsten DCs. 
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Durch eine Infektion mit H. pylori kam es zu einer verstärkten RNA-Expression der 
proinflammatorischen Zytokine IFN-γ, IL-1β und TNF im Magengewebe. Die 
Injektion von RNA gepulsten DCs führte zusätzlich zu einer starken Expression 
von IL-6. Mit Lysat-gepulsten DCs konnte eine gesteigerte Expression von IL-6, 
aber auch IL-1β und MIF beobachtet werden. Die Verabreichung von gepulsten 
DCs, dabei vor allem Lysat-gepulste DCs, führte also in Gerbils zu einer 
gesteigerten Genexpression von proinflammatorischen Zytokinen. Im Vergleich zu 
den Kontrollgruppen konnte keine erhöhte Expression der antiinflammatorischen 
Zytokine IL-4 und IL-10 festgestellt werden. iNOS  und KC wurden bei allen 
infizierten Tieren verstärkt exprimiert. Für TLRs konnte eine erhöhte Expression 
von TLR2 und TLR9 beobachtet werden, nicht jedoch von TLR4. 
Insgesamt konnte durch die Verabreichung von Lysat- und RNA-gepulsten DCs 
die Expression von proinflammatorischen Zytokinen gesteigert werden, es zeigte 
sich jedoch keine Korrelation in Bezug auf die Ausprägung von 
histopathologischen Veränderungen der Magenschleimhaut. 
Die hier verwendeten DCs wurden durch Inkubation von Gerbil-
Knochenmarkszellen mit GM-CSF gewonnen. Die dadurch erhaltenen DCs 
myeloider Abstammung weisen eine hohe Expression immunologisch aktiver 
Oberflächenmoleküle wie z.B. MHC auf, im Gegensatz zu lymphoiden DCs 
(Szabolcs et al., 2003). Es wurden aus der Literatur bekannte Vorgehensweisen 
zur größtmöglichen Reinheit der DC-Kulturen angewendet, der exakte Anteil an 
DCs in der erhaltenen Zellsuspension konnte jedoch nicht genau bestimmt 
werden. Dies wäre nur durch eine Untersuchung der Oberflächenmoleküle mithilfe 
der FACS-Analyse möglich gewesen, die aber aufgrund fehlender Reagenzien für 
Gerbils nicht möglich war. In der Zellsuspension war demnach mit großer 
Wahrscheinlichkeit neben dem Hauptanteil an DCs auch ein weiterer Teil anderer 
Zellen enthalten, die zu einer Verunreinigung und damit möglicherweise 
verringerten oder veränderten Wirkung der DCs führen könnten. Das Pulsen der 
DCs stellt einen zentralen Bestandteil dieser Versuchsanordnung dar, es ist aber 
zugleich auch ein sehr kritischer Schritt. Die Aufnahme von Lysat scheint durch 
die Kombination mit Formalin gefördert zu werden (Harbour et al., 2008), eine 
Koinkubation scheint in diesem Fall ausreichend. Das Pulsen mit RNA erfordert 
jedoch andere Methoden, z.B. mithilfe einer liposomalen Transfektion (Bacci et al., 
2002). Während bei kultivierten Zellen die Transfektionseffizienz meist sehr hoch 
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ist, kann diese bei primären Zellen stark schwanken (Gresch et al., 2004). Die 
Effizienz der RNA-Transfektion lag daher im Vergleich zu Lysat-gepulsten DCs 
wahrscheinlich deutlich darunter. Offenbar ist auch die Herkunft der DCs für den 
jeweiligen experimentellen Ansatz von Bedeutung. Während DCs myeloider 
Abstammung sich eher für Protein-basierte Ansätze eigenen, weisen lymphoide 
DCs Vorteile bei der Verwendung in Kombination mit Nukleinsäuren auf (Servida 
et al., 2000). Das Pulsen mit einzelnen Proteinen, z.B. rekombinant exprimierten 
Pathogenitätsfaktoren, erwies sich bisher als wenig erfolgversprechend. Daher 
wurden die meisten bisher durchgeführten Experimente mit gepulsten DCs 
ebenfalls mit Lysat durchgeführt, wobei es sich in der Mehrzahl um Tumorlysate 
handelte (Bercovici et al., 2008; Grauer et al., 2008; Liu et al., 2008a). In diesem 
Versuchsansatz erfolgte der Zeitpunkt des Transfers der gepulsten DCs in die 
Gerbils jeweils zwei und eine Woche vor der Infektion mit H. pylori. Es sollte 
jedoch in Betracht gezogen werden, dass es zu diesem Zeitpunkt des Kontakts mit 
dem Bakterium eventuell bereits zum Abbau der zuvor injizierten DCs gekommen 
war. Für zukünftige DC-Transferexperimente sollten daher zuvor die auf den 
jeweiligen Versuchsansatz abgestimmten optimalen Transfer-Zeitpunkte bestimmt 
werden. Die intraperitoneale Verabreichung wurde in dieser Versuchsanordnung 
als erfolgversprechender Ansatz für die  DC-Injektion angesehen, da hier eine 
gute Resorption ermöglicht wird und es in diesem Bereich zu einer Konzentration 
von APZ kommt. Die intravenöse Gabe scheint jedoch auch ein 
vielversprechender und möglicherweise sogar wirkungsvollerer Weg  für die 
Verabreichung von DCs zu sein (Creusot et al., 2008).  
Generell weisen die zum jetzigen Zeitpunkt in der Literatur verwendeten DC-
Vakkzine nur geringe Immunogenität auf (Kalinski et al., 2009). Ob das an den 
zuvor genannten methodischen Problemen liegt, oder ob DCs generell nicht die 
erhoffte Rolle bei der Initialisierung einer Immunantwort gegen 
Tumorerkrankungen oder Infektionskrankheiten spielen, ist dabei noch nicht 
bekannt. Dennoch tragen auch die bisher erhaltenen Ergebnisse zu einer 
Vervollständigung des Gesamtbildes der Immunabwehr bei und eines Tages 
erhält man möglicherweise ein umfangreiches Werkzeug bei der Bekämpfung von  
Krebs- und Infektionskrankheiten. 
 
 
Diskussion  186 
 
6.6 Fazit 
 
Die Etablierung des Gerbil-Tiermodells für die Infektion mit H. pylori bietet 
gegenüber dem Mausmodell einen entscheidenden Vorteil. Während man bei 
Mäusen aufgrund der breiten Verfügbarkeit von Reagenzien die immunologischen 
Vorgänge sehr gut analysieren kann, kam es zu nur mild oder moderat 
ausgeprägten histopathologischen Veränderung der Magenschleimhaut 
(Veldhuyzen van Zanten et al., 1994; Agarwal et al., 2008). Daher lässt sich keine 
Korrelation zwischen einer erfolgreichen Behandlung oder Immunisierungs-
strategie, und den Auswirkungen im Magen herstellen. Im Gegensatz dazu 
erweisen sich Gerbils für die Analyse der H. pylori-Infektion als das ideale 
Tiermodell: Der experimentelle Aufwand ist im Vergleich zu Mäusen  nur 
unwesentlich erhöht und es kommt bei diesen Tieren zu auffälligen 
histopathologischen Veränderungen der Magenschleimhaut (Hirayama et al., 
1996b; Matsumoto et al., 1997; Takahashi et al., 1998; Ikeno et al., 1999; Maeda 
et al., 2007; Tsukamoto et al., 2007). Das Problem der bisher nicht ausreichend 
verfügbaren Reagenzien konnte in dieser Arbeit durch die Etablierung eines 
quantitativen TaqMan® PCR-Systems gelöst werden.  
Die sichere Identifizierung von mit H. pylori infizierten Tieren ist nach einer 
experimentellen Infektion von grundlegender Bedeutung, daher wurden zwei 
Methoden mit komplett unterschiedlichem Ansatz kombiniert. Während durch die 
Bestimmung der Antikörpertiter nur ein Kontakt mit H. pylori nachgewiesen werden 
konnte, erfolgte durch eine PCR-Methode mithilfe des Urease-Gens ein direkter 
Nachweis der bakteriellen DNA. Durch die Kombination dieser zwei Methoden 
konnten H. pylori-Infektionen bei Gerbils zuverlässig nachgewiesen werden.  
Eine Infektion mit H. pylori ruft eine Th1-geprägte Immunantwort hervor, die aber 
normalerweise zu keiner effektiven Eradikation des Bakteriums und einer (ohne 
Behandlung) lebenslang persistierenden Infektion führt. Eine Modulation dieser 
Immunantwort könnte daher eine verbesserte Reaktion des Immunsystems 
hervorrufen. ODNs sind aus der Literatur für ihre immunstimulatorische Wirkung 
bekannt, abhängig von der Nukleotid-Sequenz des jeweiligen ODNs. Während 
CpG-ODNs zu einer Th1-geprägten Reaktion des Immunsystems führen, können 
GpG-ODNs zu einer Verstärkung der TH2-Antwort beitragen (Ho et al., 2003; 
Sommer et al., 2004). Die Verabreichung von sowohl CpG- als auch GpG-ODNs 
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konnte im ersten experimentellen Abschnitt dieser Arbeit zur verstärkten 
Expression proinflammatorischer Zytokine im Magen beitragen, führte jedoch zu 
keiner Veränderung der histologischen Veränderungen in der Magenschleimhaut. 
In einem zweiten Versuchsteil sollte über einen längeren Zeitraum der Einfluss 
von immunmodulatorischen Adjuvanzien in Kombination mit einer Immunisierung 
auf eine Infektion mit H. pylori untersucht werden. Dazu wurden ein Th1-
polarisierendes CpG-ODN und das für seine Th2-Immunantwort charakteristische 
CT verwendet. Während die Kombination aus H. Pylori-Lysat und CpG-ODN zu 
einer nur leicht verstärkten Expression von proinflammatorischen Zytokinen und 
vor allem Chemokinen führte, kam es mit einer Immunisierung bestehend aus 
H. pylori-Lysat und CT durch die Expression von IL-12 zu einer stark gesteigerten 
Th1-Immunantwort und auch zur Beteiligung einer regulatorischen Immunantwort 
mit Bildung von IL-10. Es konnte damit jedoch kein Schutz vor einer Infektion mit 
H. pylori korreliert werden, sondern im Gegenteil, es kam sogar zu stärker 
ausgeprägten histopathologischen Veränderungen als mit einer alleinigen 
H. pylori-Infektion. Es konnte eine starke Infiltration von Entzündungszellen in die 
tiefen Schichten des Bindegewebes des Magens beobachtet werden. 
Immunisierungen mit DCs stellen durch ihre zentrale Rolle zu Beginn einer 
Immunreaktion einen vielversprechenden und neuartigen Vakkzinierungsansatz 
dar (Hou et al., 2011; Kapadia et al., 2011). Im dritten Versuchteil dieser Arbeit 
konnte durch die Verabreichung von H. pylori Lysat- und vor allem von RNA-
gepulsten DCs die Expression von proinflammatorischen Zytokinen im 
Magengewebe gesteigert werden. Es zeigten sich jedoch unabhängig von der 
verwendeten Immunisierungsstrategie keine Abweichungen bei den H. pylori-
induzierten histologischen Veränderungen in der Magenschleimhaut. 
Die meisten bisher veröffentlichten Arbeiten im Zusammenhang mit Gerbils und 
einer Infektion mit  H. pylori konzentrieren sich nur auf einen bestimmten Aspekt. 
Das kann z.B. die Untersuchung von Pathogenitätsfaktoren von H. pylori sein oder 
die Analyse von chemischen Substanzen auf den Verlauf der Infektion (Li et al., 
2008; Wiedemann et al., 2009). Voraussetzung dafür ist aber ein detailliertes 
Verständnis vom Infektionsablauf und zuverlässige Methoden zur Auswertung. Mit 
der vorliegenden Arbeit erfolgte erstmals eine detaillierte Charakterisierung des 
Immunprofils von Gerbils mit einer Vielzahl an immunologischen Parametern. 
Dieses konnte dann mit den histopathologischen Veränderungen korreliert 
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werden, die während einer Infektion mit H. pylori im Magen stattfinden. Außerdem 
wurde die Wirkungsweise unterschiedlicher Immunisierungsstrategien verdeutlicht. 
Dadurch wird ein besseres Verständnis für die Vorgänge im Immunsystem beim 
Ablauf einer Infektion mit H. pylori und der Modulation dieser durch 
immunstimulatorische Substanzen und Immunisierungen ermöglicht. Dieses 
Wissen kann für die weitere Entwicklung erfolgreicher Immunisierungsstrategien 
hilfreich sein. 
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7.3 Nukleotid-Sequenzen von Meriones unguiculatus 
 
cDNA (Teil-)Sequenzen von Meriones unguiculatus: 
 
CD11c 
CAGATCGGCTCCTACTTTGGGGCGTCCCTCTGTTCTGTGGACATGGATGGAGATGGCAGCAC
TGACCTGGTCCTGATCGGTGCCCCCCATTACTACGGGCAGACCCGAGGGGGGCAGGTGTCC
GTGTGCCCCATGCCCACTGGGAGGGGCAAGTGGCAGTGTAAGGCCACTCTCCACGGGGAGC
AGGGCCATCCCTGGGGCTGCTTTGGGGC 
 
CD14 
GACAAGGGATGCTTGGCTTGCAGAACTGCAACAGTGGCTAAAGCCTGGACTCAAAATACTGC
ATATTGCCCAGGCACACTCGCTCAACCTTTCCTGCGAGCGGGTCCGTGTCTTCCCTGCCCTT
GCCACCTTAGACCTGTCTGACAACCCCGAATTGGGCGAGAGAGGACTGATCTCCGCTCTCTG
TCCCAACAAGTTTCCGGCACTCCAAGTTTTAGCACTGCGCAACGCCGGGATGGAGACGCTCA
GCGGCGTGTGCTCTGCGCTGAGCGCAGCGAAGGTACAGCCGCAGGAACTGGACCTTAGTCA
CAATTCACTGAGGGATACTACAGGCGCTCCGAGGTGTGACTGGCCCAGCTCGCTAAACTCTC
TCAATCTGTCTTTCACTGAGCTGGAGCAG 
 
CD80 
ATGGGTTACCGACTGATGCAGGACTCACCACCCCTCAGGTCTCCGCCTCTCAGGCTCATTCAT
CTCTTTGTGCTGCTGGTTGCTCTCTTTCGAATGTCTTCAGGTATTGGCCAAGTGTTCAAGTCG
GTGAATGAAAAGGTTTCATTGTCCTGTGGTTACAACTTTTCCTTTGATGAGCTGGCCATACACC
GAATCTACTGGCAAAAAGATGACAGAAAGATGGTGCTGAGCATCAGCTCTGGAGATAAGAAAG
TGTGGCCGGAGTATCAGAACCGGACTTTATGTGACATCAGTAACAACTTCTCGCTCATGATCC
TGGGCCTGCTCCCCTCAGACAGGGGCACTTACGAATGCGTCGTTCAAAAGAAAGAGAGAGGG
GTTTATCTCCTGAGACACTTGAATTCTGTGGAGCTGTCCATCAGAGCTGACTTCCCTGTCCCT
AATATAACTCAGTTTGGAAATCAATCTGCCGACATGAAAACGATAATCTGCGAAACCTCTGGAG
GTTTCCCAGAGCCTCGCCTCTCTTGGTTGGAAAGTGGAAGAGAATTAAGGGGCATCAATACAA
CCGTTTCCCAGGACCCTGAATCTGAACTGTATGCCGTCAGTAGCAAACTGGATTTCAATGCGA
CCTACAACCGAAGCATTGTGTGTTCCGTCGCCTATGGCAAATTTGAAGTGTCGAAGAACTTCA
CCTGGAAAAAACCCCCAGAAGCACCTCCTGATAGAAAGAACACAACTTGGATTACTACAAATG
TGGCAGTTTCAATATTACCAGCAATAGCAACAGGAATAGCAATATTACTAATAATCTTTGCAGT
GTACTGTAAGTACTACTTTTATAATCATCATCAATTCCTGGAAGTCAGACCCCACTAG 
 
CD83 
GACAAGGGATGCTTGGCTTGCAGAACTGCAACAGTGGCTAAAGCCTGGACTCAAAATACTGC
ATATTGTCCAGGCACACTCGCTCAACCTTTCCTGCGAGCGGGTCCGTGTCTTCCCTGCCCTTG
CCACCTTAGACCTGTCTGACAACCCCGAATTGGGCGAGAGAGGACTGATCTCCGCTCTCTGT
CCCAACAAGTTTCCGGCACTCCAAGTTTTAGCACTGCGCAACGCCGGGATGGAGACGCTCAG
CGGCGTGTGCTCTGCACTGAGCGCAGCGAAGGTACAGCCGCAGGAACTGGACCTTAGTCAC
AATTCACTGAGGGATACTACAGGCGCTCCGAGGTGTGACTGGCCCAGCTCGCTAAACTCTCT
CAATCTGTCTTTCACTGAGCTGGAGCAGGTA 
 
CD86 (GenBank AY095931) 
ATGGATCCCAGACGCATCATGGAATTGGGAATCCTTCTGCTAGTGACGGCCTTCACGCTCTCA
GGCGCTGCTTCCATGAAGATACAAGCTTATTTCAATAGCACTGCATGCCTGCCGTGCCCACAT
TCAAAGGTTCAGAACATGAGCCTGAGCGAGCTGGTCGTATTCTGGCAGGACCAGAAAAAGCT
GGTTCTGTATGAGCACTATCTGGGCAGAGAGAAATCTAATAGCGTAAATGCCAAGTACCTTGG
CCGCACGAGCTTCGATGAGCATAACTGGGCTTTACGGCTTCCCAACGTTCAGATCACAGACAT
GGGCTCATATGACTGCTATATCCAACAAAAACGACCCACGGGATCCGTCATCCTCCAGCAGAC
AAACATGGAGCTGTCGGTGGTCGCTAACTTCAGTGAGCCTGAAATAGAGCTGGCTCAGAATG
TAACGAGAAATTCTGGCATAAATTTGACCTGCACATCCGAGCATGGTTTTCCAAAACCTATGAA
GATGTATTTTTTGATCATTAACTCAACTAATAAGCAAGGCGACGACATGGAGATATCACAAGAC
AACGTCACAGAACTATTCAGCGTCTCCACCAGCCTGTCGCTCCCGTTCCCAGAGGACGCGTA
CAATGTGACTTTCTGGTGTGTTCTGGAAACCAAGTCGATGAATATTTCCTCCAGACCCTTCAGC
Anhang C – Sequenzen von Meriones unguiculatus IX 
 
GTAGTTCTTCCAGAGCCCCGACCTGTTCAAGAGAACTGGAGAGTCACGGTTGTTGTCGCGGT
TGTTGTTGCTGTCCTCGGCGCGGTTCTTCCTCTGATCATCTATTTCCTATGTAGCTGCTGGTC
GAGGCGAAAAGATGCCAGAAGAAGCAGGAGCCGCGTGGCATCTGTCTCTTAG 
 
 
HPRT (GenBank L37778) 
ATGGCGACCCGCAGTCCCAGCATCGTGATTGGCGATGATGAACCAGGCTATGACCTGGATTT
ATTTTGTATACCTAAACATTATGCCGAGGATTTGGAGAAAGTGTTTATTCCTCATGGACTGATT
ATGGACAGGACTGAAAGACTTGCTCGAGATGTCATGAAAGAGATGGGAGGCCATCACATTGT
GGCCCTCTGTGTGCTCAAGGGGGGCTATAAATTCTTTGCTGACCTACTGGATTACATTAAATC
ACTGAATAGAAATACTGATAGATCCATTCCTATGACTGTAGATTTTATAAGATTGAAGAGCTATT
GTAATGATCAGTCAACAGGGGACATAAAAGTTATTGGTGGAGATGATCTCTCAGCTTTAACTG
GAAAGAATGTCTTGATTGTTGAAGATATAATTGACACTGGTAAAACAATGCAAACTTTGCTTTC
CTTGGTCCAGAAGTACAGTCCCAAAATGGTTAAGGTTGCAAGCTTGCTGGTGAAAAGGACCCC
TCGAAGTGTTGGATACAGGCCAGACTTTGTTGGATTTGAAATTCCAGACAAGTTTGTTGTTGGA
TATGCCCTTGACTATAATGAGTACTTCAGGGATTTGAATCATGTTTGTGTCATTAGCGAAAGTG
GAAAAGCCAAATACAAAGCCTAA 
 
IFN-γ (GenBank L37782) 
TGAACGCTACACACTGCATCTTGGCTTTGCAGCTCTGCCTCCTGGCGATTTCTGGCTGCAGTA
GTCAGGTCCCAATCATTGAAGAAATAGAAAATCTGAAGAGATATTTCAACTCAAGTAACTCAGC
TGTGGGGGATAGTAAGGACGTTGTTTTACATGTCTTGAGGAACTGGCAAGAGGATGGCGACA
CAAAAGTAATTGATGTCCAGATTGTCTCTTTCTACTTCAAACTCTTTGAAGCCTTGAAAGGCAA
CCAAGCCATTGAGAAGAGCATAAACGCCATCAGGGCAGATCTAATCGCTAACTTCTTTAACAA
CAGTGAAGCGAAATACGATGGGTTCATGAGCATCATGAAGATTGAGGTAAATGATCCACAGAT
CCAGAGCAAAGCTATCAATGAACTTGTCAAAGTAATGGGCCATCTGTCACCCAGAGTCACCCT
AAGGAAGCGGAAAAGGAGTCGGTGCTGCTTCGGAGGTGGCAATCGTCTAAATAAGAACAATC
CTGCCAGCACTATTTGA 
 
IL-6 
ATGAAGTTTCTCTCCGCAAGAGACTTCCAAGCACTTGCCTTCTTGGGGCTGATGGTGGTGATG
GCCACTGCCTTCCCTACTTCACAAGTCCGGAGAGGAGACTTCACAGAGGACACCACCCCCAA
CAGACCAGTATACACCACTTCACAACAAGTCAGAGGCCTGATTACATATGTTCTCAGTGAAATC
TTGGAAACGAGAAAACAGTTGTGTAATGACAATCCTGACTGTATGAACAAGGAAAATGCATTGT
CAGAAAACAATCTGAAACTTCCAGAGATACAGAGAGATGATGGATGCTTCCATACTGGATACA
ATCGGGACGTTTGCCTATTGAAAATCACCTCTGGTCTTCTGGAGTACCAGACATATCTGGAGT
ATGTGAAGAACAACTTACAAGATAACAAGAAAGACAAAGCCAGAGCCATTCAGAGCAACACCA
AAACCCTAATTCGTATCTTCAAACAAGAGGTGAAGGATCCAGGTCAAATAGTCTTTCCTGACCC
AACTTCCGAGGCGCTCCTACTGGAGAAACTGGAGTCACAGACGGAATGGCTGAAGTCCAAGA
CCACCCAGCTCATCCTGACAGCACTTGAAGAATTCCTCAAGGTCACCAAGAGGTTTACTTTGC
AAAACTAG 
 
IL-1β 
ATGGCAACCGTTCCTGAACTCAGCAGTGAAATGACAGCTTTCCACAGTGATGAGAACGAGCTG
TTCTTTGAGGTTGACAGACCCCAAAAGATGAAGGGCTGCTTCCAAGACCTGGACCTGGGCTG
TCCAGATGAGAGCATCCAGCTTCAGATCTCCCAGCAGCATTTCAACAAGAGCTTCCGGCAGGT
GGTATCGCTCATCGTGGCTGTGGAGAAGCTGTGGGGCATGCCTGTCTCTTGCCCGTGGACCT
TCCAGGATGAGGACCTGAAAACCTTCTTTTCCTTCATCTTTGAAGAAGAGCCCATCCTCTGTGA
CTCGTGGGAAGACGAGCAGTTGGTGTGTGATTTTCCCATTCGACAGCTGCACTGCAGGCTCC
GGGATGAGCAACAAAAGTGCCTCGTGCTGTCTGACCCACATGAGCTGAAAGCGCTCCACCTC
AATGGAGAGAATATAAACCAACAAGTGGTTTTCTCCATGAGCTTTGTACACGGTGACACAAGC
AGCAACAAAATACCGGTGGCCTTGGGCCTCAAGGGAAAGAATCTGTACCTGTCCTGTGTGAT
GAAAGACGGCAGGCCCACCCTGCAGCTGGAGAGCGTGGACCCCAAACAATACCCGAAAAAG
AAGATGGAAAAGCGGTTTGTCTTCAACAAGATAGAAGTCAAATCCAAGGTGGAATTCGAGTCT
GCACAGTTCCCCAACTGGTACATCAGCACCTCCCAAGCAGAACATAAACCTGTCTTCCTGGGG
AGCAACAGTGGGCAGGATATAGTTGACTTCACCTTGGAATCCGTCTCTTCCTAA 
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TNF 
ATGAGCAGAGAGAGCATGATCAACGACATCGAGCTGGCGGAGGAGGCGCTCCCCCAGAAGT
CGGCGGGCGCCCAGGGCTCCAGGCGCTGCCTGTGCCTCAGCCTCTTCTCTTTCCTGCTCGT
GGCGGGGGCCACCACGCTCTTCTGTCTCCTGAACTTCGGGGTGATTGGCCCCCAAAGGGAA
GAGAAGTTCCCAAACGGCCTCCCCATCATCAGCTCCATGGCCCAGACCCTCACACTCAGGTC
CTCTTCTCAGAACGCCAGCGACAAGCCTGTGGCCCATGTCGTAGCCAACCACCAAGTGGAGG
AGCAGCTGGAGTGGCTGAGCCGGCGTGCCAACGCCCTCCTGGCCAACGGCATGGAGCTCAG
GGACAACCAGCTGGTGGTGCCATCGGACGGGCTGTACCTCGTGTACTCCCAGGCCCTCTTCA
AGGGGCAAGGCTGCCCCCACCTCGTGCTCCTCACGCACACCGTCAGCCGCTTCGCTGTCTC
CTACCAGGACAAGGTCAGCCTCCTGTCTGCCATCAAGAGCCCCTGCCCCAGGGACGCACCC
GAGGGGGCCGAGCCCGAGCCCTGGTACGAGCCCATCTACCTGGGCGGGGTCTTCCAGCTG
GAGAAGGGAGACCGACTCAGCGCCGAGGTCAACCTGCCCCAGTACTTAGACTTCGCCGAAC
CCGGGCAGGTCTACTTTGGAGTCATCGCTCTGTGA 
 
IL-12p35 (GenBank AF288849) 
ATGCGTCAGTCACGCCGCCTCTTCTTTTTGGTCACCCTTGTCCTAATCCACCTCAGTTTGGCC
AGAGCCAAGCCGGTCTCCGGACCCGCCCGGTGTCTTAACAGCTCCCAAACCCTGCTCAGGAC
TACGGACAACGCGCTGAAGACGGCCAGACAAAAGCTAACTAACTACTGTGGTGCTGAAGACT
TCGATCGCGAAGACATCACAAAAGACAAAACCAGCACACTGAAGGCCTGTTTACCACTGGAAC
TGGTCAAGAATGAGAGTTGCCTGGCTGGAGAGACTTCTTCCATGATCAGAGGGAGCTGCCTG
CTTCCCCAAAAGACTTCTTCCATGATGACCCTGTGCCTTAGTAGCATCTATGAGGACTTGAAG
ATTTACCAGACAGAGTTCCAGGCCATAGACGCAGAGCTTCGGCGTCAGAATCAGATCACTCTG
GACAAGGACATGTTGGCAGCCATTGATGAGCTGATGCAGGCTCTGAATCATAATGGGCAGAC
TGTGCCCCGGAAACCTTACCTGGCAGAAAGAGACCCTATCAAATTGGAAATGCATCTCTGCAT
TCAACTCCATGCTTTCAGCATCCGAGTCACGACCATCAACAAAGTGATGAGCTATCTGAACTC
CTCCTGA 
 
IL-12p40 
ATGTGTCATCAGAAGCTAACCATCTCCTGGTTTGCTGTGGTTCTGCTGGCATCTCCACTTATG
GCCATATGGGAGCTGGAGAAAAATGTTTATGTTGTAGAGATGGACTGGAGGAGCGGTGCGAA
TGAAAGCGTGGTCCTCACCTGTGACACTTCTGAAGAGGGTGATATCACCTGGACCAAAGACC
AGACGACCAAAGTAGAGCAATCTGGAAAAACCGTGACCATCGAAGTCAAAGACTTCAATGAAG
CTGGTCAATATACCTGCCACAAAGGAGACCAGACCCTCAGCCACTTCCGTCTGCTGCTCCACA
AGAAGAAAAACGGATATTGGTCCAATGAGATCTTAAAGCAGGATAAAAATTCCGAAAATCAGA
CTTTCCTGAAATGTGAGGCAGCAAATTACTCCGGGCGTTTCACGTGCTCTTGGCTGGTGGAAA
GGACTGACTTGAAGTTCAGCATCAAGAACAGCAGTAGTTCCCCTGACTCCCGAGCAGTGACG
TGTGGAGCTGTGTCTCTGACCGCAGAGAAAGTCAAAGGGGATGAAAAGGATGGTAAGCTTAA
GCAGTACTCAGTGACGTGCCAGGAGGACATCACCTGCCCAACTGCAGAGGAGACTGTGCCCA
TTGGCCTGGTGCTGGAGGCACAGGAGCAGAATAAATATGAGAACTACAGCACCAGCTTCTTC
ATCAGAGACATCATCACACCGGACCCTCCCAAGAACCTGAAGGTGAAACCTTTGAAGAACGAT
AAGGTGGAGGTCAGCTGGGAGTACCCTGACTCCTGGAGCACCCCCCATTCCTACTTCGCCCT
CAAGTTCTGTGTTTGGACCGAGAGCAATAAAGAAAATAAGATGAGGAACACAAATAGCAATAA
AGAAAATAAGATGAGGAACGCATGTATACAGAATGGCACATGGCTAGTAGACACGACCTCCAC
CAAAGTCCGGTGCAAAGATGGAAGAGTCTGCGTGGAGGCTCAGGATCGCTACTACAATTCTTT
GTATAGCAAACATGCGTGCGTGCCCTGCAAATAG 
 
IL-18 (GenBank AY095932) 
ATGATGGCTGCCACACCAGAAGAAGGCTCTTGCATCAACTTCAAGGAAATAATGTTTATTGAC
AACACACTTTACTTTATACCTGAAGATAATGGAGACCTGGAATCAGACAGCTTTGGCAGGCTTA
GCTCTACAGCCACGGTGATACGAAATATAAATGAGCAAGTTCTCTTCGTTGACAGAGGAAAAC
AGCCAGTGTTTGAGGACATGACTGATGCGGAACAAGAGGCTAATGGACCCCAGACCAGACTG 
ATAATATATATGTATAAGGATACTGAAGCAAGGGGGCTGGCTGTAACCCTCTCTGTGAAGGAT
ACAACAATGGCTACCCTCTCCTGTAAGAACAAAATCATTTCCTTTGAGGAAATGAATCCACCTG
AAAATATTGATGATACAGAAAGTGATCTCATATTCTTTCAGAAACGTGTTCCAGGACACAATAA
GATGCAATTTGAATCTTCACTGTACAAAGGGCACTTTCTAGCTTGCCAAAAGGAGGAAGACGC
TTTCAAACTCATCTTGAAAAAAAAGGATGAAAATGGGGATAAATCTGTAATGTTCACTGTTACA
CCCTTACATCAAAGTTAA 
 
MIF (GenBank AF045740) 
ATGCCTATGTTCATCGTGAACACCAACGTTCCCCGCTCCTCCGTGCCAGAGGGGCTTCTCTCT
GAGCTCACCCAGCAGCTGGCGCAGGCCACCGGCAAGCCGGCACAGTACATCGCAGTGCACG
Anhang C – Sequenzen von Meriones unguiculatus XI 
 
TGGTCCCGGACCAGCTCATGACTTTCAGCGGCTCGAGCGACCCCTGTGCCCTCTGCAGCCTG
CACAGCATCGGCAAGATCGGCGGCGCCCAGAACCGCACCTACAGCAAGCTGCTCTGCGGCC
TGCTTGCCGATCGCCTGCGCATCAGCCCGGACCGGATCTACATCAACTATTACGACATGAAC
GCAGCCAACGTGGGCTGGAACGGTTCCACCTTCGCTTGA 
 
IL-4 (GenBank L37779) 
ATGGGTCTCAGCCCCCAGCTAGCTGCTGTCCTGCTCTGCCTTCTAGTGTGTACCGGGAACTAT
GCTCGCAGACAGGACAGAGAGGCAGGCTTGAGAGAGATCATCCACAATTTGGACCAGGTCTT
AAAGAAAGAGACACCATGCACGGAGATGTTTGTGCCAGATGTCCTCATAGCAACGAAGAACAC
CACAGAGAAGGGACTCCTCTGCAGAGCTACCAGGGTGCTCCGCAAATTTTACTTCCCACGAG
AGGTGACTCCATGCTTGAAGAACAACTCCGGGGTCCTCAGCATCTTGAGAAAACTCTGTCGGA
GCATCAGTACCCTGCATCCACAGGAAAGCTGTAGTGTGAGCACGCCCACACTCACGACGCTG
AATGACTTCCTGGGACGCCTAAGAGGGATCATGCAGATGAAAAACTGGCAGGGTTGA 
 
IL-10 (GenBank L37781) 
ATGCCCAGCTCGGCACTGCTATATTGCCTAATCTTACTGGCTGGAGTCCGGCCCAGCAGAGG
CGAGTACCCCCGGAATGAGAGTAACTGCACCCACTTCCCAGTCAGCCAGACCCACATGCTCC
GAGAGCTTCGAGCTGCCTTCAGCCAGGTGAAGACTTTCTTTCAAAAGAAGGACCAGTTGGACA
ACATACTGTTAACGGATTCCTTGCAGCAGGACTTTAAGGGTTACTTGGGTTGCCAAGCCTTAT
CAGAAATGATCCAGTTTTACCTGGTAGAAGTGATGCCCCAGGCAGAGAACCACGGCCCAGAA
ATCAAGGAGAACTTGAACTCCCTGGGAGAGAAGTTGAAGACCCTCAGAATGCAGCTGCGGCG
CTGTCATCGATTTCTCCCCTGTGAAAATAAGAGCAAGGCTGTGGAACAGGTGAAGAATGATTT
TAATAAGCTCCAAGAGAAAGGTGTCTACAAGGCCATGAATGAATTTGACATCTTCATCAACTGC
ATAGAAGCATACATGACAATCAAAATGAAAAGCTGA 
 
iNOS (GenBank AB044782) 
GGAAGTGGGCAGGAGGATGGGCCTGGAGACCCACACACTGGCCTCCCTTTGGAAAGACCGG
GCTGTCACGGAGATCAATGTGGCTGTGCTCCACAGTTTCCAGAAGCAGAATGTGACCATCATG
GACCACCACACAGCTTCGGAGTCCTTCATGAAGCACATGCAGAATGAGTACCGGGCCCGAGG
AGGCTGCCCTGCAGACTGGATTTGGCTGGTCCCCCCAGTGTCCGGGAGCATCACCCCTGTGT
TCCACCAGGAGATGCTCAACTACGTTCTGTCTCCATTCTACTACTATCAGATCGAGCCCTGGA
AGACCCATGTCTGGCAGGATGGGACGCTGAGGCCCAGGAGGAGAGAAATCCGTTTCAGAGT
CTTGGTGAAAGTGGTGCTCTTTGCTTCCGTGCTGATGCGCAAGGTCATGGCTTCCCGGGTCA
GAGCCACAGTCCTCTTTGCTACTGAGACAGGAAAGTCTGAAGCTCTAGCCCAGGACCTGGCA
GCCTTGTTCAGCTAT 
 
KC 
CATCGCAGGGATTCACCCCAAGAGCATCCAGAGCTTGAAGGTGACGCCTCCAGGACCCCACT
GCACCCAGACCGAAGTCATAGCCACTCTCAAGAATGGTCGCGAAGCTTGCCTAAACCCTGAA
GCCCCCATGGTTCAGAAGCTTGTCCAAAAGATACTAAAGAAGGGCATCTCCAAGTGA 
 
Mip-2 
GAGGAGCCTGCAAAGGATTAGGTTTGAGGACGTGCAGAGCTTGACCGTGACCTCCCCGGGA
CCCCACTGCACCCAGACTGAAGTCATAGCCACTCTCAAGAACGGTCAGGAAGTCTGTCTCAA
CCCCGAAAGCCCTCGGCTTCAGAAAATCATCCGAAAGATCCTGAAGATGAAAGCAGCGGCTA
CAGCTGAGCCTGGTAAGGAGGAAGCCCTTTGA 
 
TLR2 
GTGTTCGTGCTTTCTGAGAACTTTGTGCGGAGCGATTGGTGCAAATACGAACTGGACTTCTCC
CACTTCAGGCTCTTCGAAGAGAACAATGACGCCACCATCCTCGTTTTGCTGGAGCCCATAGAG
AAGAAAGCCATCCCCCAGCGCTTCTGCAAACTGCGCAAGATAATGAATACCAAGACCTACCTG
GAGTGGCCCTTAGATGCCGCTCAGCAGGAAGTGTTCTGGGCAAATCTGAGAACTGCAATAAA
GTCGTAG 
 
TLR4 
AAGACAACACACTTTCAAATGTCTTCACAATTACAACAAACTTGACATTCCTGGATCTTTCTAAA
TGCCAGTTGCAACGTGTGTCTTGGGGTGTGTTTGACAAACTCAGTAGACTTCAGTTACTGAAT
ATGAGTCACAACAACCTACTGATTTTGGACCCATTCCATTATAAACAGCTGTACTCCCTGAAGA
CTCTGGATTGCAGTTTCAATCGCATAGAGACAGCCAAAGGAATTCTGCAACATTTTCCAAATAG
CCTAACCTTCTTAAATCTTACTAATAATTCTCTGGCTTGTACATGTGAACATCAGAACTTCCTGC
AGTGGGTCAAGGACCAGAGGATGCTCTTGGTGAATGCTGAACAAATGAAATGTGCAACACCT
Anhang C – Sequenzen von Meriones unguiculatus XII 
 
GTAGACCTGAAGGACTCCCTGGTGTTGGATTTTAGGAATGCTACATGTTATATGCACAAGACT
ATCATCACTGTGTCAGTGATGAGTGTGCTTGTGGTGACCACTATAGCATTTCTGATCTACAAAT
TCTATTTTCACCTGGTACTTATTGCTGGCTGTAAAAAGTACAACAGAGGTGAAAGCATCTATGA
TGCCTTTGTCATCTATTCAAGCCAGAATGAGGACTGGGTGAGAAATGAGCTGTAAAGAATTTA
GAAGAAGG 
 
TLR5 
TCTGATGGTCTCATGTCTCATCAGCTGATACTGTGACAGGGACCCCATCACCACCACGATGAG
TACAGTCTTGAGCTCAGACAGACACCGGCTCTGGGCGTACCTGAAGGCTTCCAGGCACCAGC
CATCCTTGAGGAAGTGCCTGCTCACTAGACACACTATCTTCCTGCTGCCCCAGACAGCCGCCT
GAATGTTGGAGATATGGTTTTCCCCTGGGATGAAGTCCCTTTCTTCAAAGCACAGCCTGAGCC
TGTTTTGGGAACTGTACTGAACATCCAGGTATTTGAGCAAAGCATTCTGTGCCCATTCAAAGTC
TTATCAAGCTTATCGATACCGTCGACCTCGAGGGGGGGCCCGGTACCAGCTTTTGTTCCCTTT
AGTGAGGGTTAATTTCGAGCTTGGCGTAATCATGGTCATAGCTGTTTCCTGTGTGAAATTGTTA
TCCGCTCACAATTCCACACAACATACGAGCCGGAAGCATAAAGTGTAAAGCCTGGGGTGCCT
AATGAGTGAGCTAACTCACATTAATTGCGTTGCGCTCACTGCCCGCTTTCCAGTCGGGAAACC
TGTCGTGCCAGCTGCATTAATGAATCGGCCAACGCGCGGGGAGAGGCGGTTTGCGTATTGG
GCGCTCTTCCGCTTCCTCGCTCACTGACTCGCTGCGCTCGGTCGTTCGGCTGCGGCGAGCG
GTATCAGCTCACTCAAAGGCGGTA 
 
TLR9 
AGCCTTTGGGCCTGGTGGACTGTGATTGGCTGTTCCTGAAGTCTGTGCCTCACTTCTTGGCAA
CAGATCTCCTTTCCAACGTCACCAACCTTTCCTTGGTCTCCAACCGTATCCACCACCTGCACG
ACACCGACTTCATCCACTTGCCCAAACTGCTGCATCTGAACCTCAAATGGAACTGTCCTCCCA
TCGGCCTCAGCCCCATGCACTTCCCTTGCCACATGACCATTGAGCGCCACACCTTCCTGAAC
GTGCCTAAGCTGGAAGAGCTGAACCTGAGCAACAACGGCATCACCACTGTGCCCCCACTGCC
CAGCTCCCTGAAGAAGCTAAGCCTGAGTCACACCAACATCCTGGTACTACATTTTAGCAGCTT
TGGTTTCCCGAGCTCCCTGCAATTTCTCTTCATGGATGGAAACTGCTACTACAAGAACCCCTG
CAGCAAGGCAGTAGAGGTGGCCCCGGGTGCCCTTCTGGGCTTGAGCAATCTCACCCATTTGT
CACTCAAGTATAACAACCTCACGGAGGTGCCCCGCCAACTGCCCCCCAGCCTGGAGTACCTT
CTGGTGTCCTATAACCACATTGTCAAGCTGGGGCCTGAAGACCTAGCCAATCTGACGTCCCTT
CGAGTGCTTGATGTGGGCGGGAATTGTCGCCGCTGTGACCACGCCATCAACCCTTGTATAGA
CTGTAGACAGAAGTACCTCCAGCTGCAACCTGACACCTTCCATCACCTGACCCACCT
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